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                                                    RESUMO 
 
As doenças cardiovasculares são uma das principais causas de morbidade e 
mortalidade em mulheres na pós-menopausa devido a ausência do papel 
cardioprotetor do estrogênio. A deficiência estrogênica está relacionada com a 
disfunção endotelial e ao aumento do estresso oxidativo. Ao mesmo tempo, 
trabalhos demonstram que o bloqueio de receptores de mineralocorticoides 
reduz o estresse oxidativo presente em algumas doenças cardiovasculares, em 
modelo animal. Assim o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do bloqueio 
de receptores MR sobre a função vascular de artérias de condutância e 
resistência isoladas de ratas ovariectomizadas, com foco na biodisponibilidade 
de NO e estresse oxidativo. Os animais foram separados em 4 grupos 
experimentais: Sham e Ovx, tratadas com veículo carboximetilcelulose (0,5% 
administrado 0,3ml via gavagem); Sham Espiro e Ovx Espiro, tratados com 
espironolactona (80 mg/Kg dissolvida em carboximetilcelulose, via gavagem). 
Todos os protocolos de tratamento foram mantidos por 8 semanas. Foram 
realizadas medidas de pressão arterial em animais anestesiados ao final do 
experimento e a função vascular foi investigada através de estudos de 
reatividade vascular in vitro em segmentos de aorta e terceiro ramo da artéria 
mesentérica. Ao final do tratamento, verificamos que não houve alteração da 
pressão arterial em entre os grupos experimentais. Quanto à reatividade, o 
tratamento reduziu a resposta contrátil à fenilefrina em anéis de aorta, 
melhorou o relaxamento induzido pela acetilcolina e não afetou o relaxamento 
ao nitroprussiato de sódio. No entanto, não observou-se diferença entre os 
parâmetros analisados em artérias mesentéricas. A remoção do endotélio e a 
pré-incubação com L-NAME (100 μM), deslocaram a curva concentração-
resposta à fenilefrina para a esquerda, no entanto, essa resposta foi de maior 
magnitude em aorta de ratas sham quando comparada à ovx. O tratamento 
com bloqueador de MR igualou a curva concentração-resposta à fenilefrina em 
aorta isolada de ratas ovx com aquelas obtidas de ratas sham, sugerindo uma 
melhora da biodisponibilidade de NO em ratas com deficiência estrogênica. Em 
artérias mesentérica, não foi encontrada diferença nas curvas concentração-
resposta à fenilefrina, entre os grupos experimentais. A incubação com tiron (1 
mM), promoveu redução da resposta à fenilefrina que foi maior em aorta de 
ratas ovx, sugerindo maior liberação de espécies reativas de oxigênio. A 
incubação com apocinina (30 μM) e catalase (1000 U∙mL−1), reduziu a resposta 
constritora à fenilefrina somente em aorta isolada de ratas ovx. O tratamento 
com bloqueador de MR não modificou as curva concentração-resposta à 
fenilefrina na presença de tiron, apocinina e catalase, em aorta isolada de ratas 
ovx, sugerindo uma redução do estresse oxidativo em ratas com deficiência 
estrogênica. Em anéis de mesentéricas o tiron, apocinina e a catalase não 
alteraram a reatividade vascular em nenhum dos grupos. A indometacina (10 
μM) promoveu redução  da resposta contrátil à fenilefrina em aorta de ambos 
os grupos. No entanto, a magnitude deste efeito foi maior em aorta isolada de 
ratas ovx, sugerindo maior liberação de prostanóides constrictores. O 
tratamento com bloqueador de MR, no entanto, aboliu esses efeitos. Na 
mesentérica a resposta máxima à fenilefrina foi reduzida no grupo sham após 
incubação com indometacina, o qual foi restaurada após tratamento com 
espironolactona. Por outro lado, o grupo ovx, não houve nenhuma alteração na 
resposta contrátil. O tratamento com espironolactona reduziu, em aorta, a 
produção basal de ânion superóxido, promoveu redução da expressão proteica 
vascular da gp91phox, NOX4 e SOD, além de redução dos níveis plasmáticos de 
malondialdeído em ratas sham e ovx. Em conclusão, os nossos resultados 
sugerem que a redução dos níveis de estrogênio com consequentemente 
aumento de ROS e redução da biodisponibilidade de NO em aorta, atuam em 
conjunto para produzir as alterações vasculares, os quais são revertidos após 
tratamento com bloqueador de MR. 
 
Palavras-chave: Ovariectomia, Estresse oxidativo, Reatividade vascular, 








Cardiovascular diseases are one of the major causes of morbidity and mortality 
in postmenopausal women who lack the cardioprotective role of estrogen. 
Estrogen deficiency is related to endothelial dysfunction and increased oxidative 
stress. At the same time, studies show that the blockade of MR receptors 
reduces the oxidative stress present in some cardiovascular diseases, in an 
animal model. Thus the objective of this study was to evaluate the effect of MR 
receptor blockade on the vascular function of conductance and resistance 
arteries isolated from ovariectomized rats, focusing on NO bioavailability and 
oxidative stress. Thus, the animals were separated into 4 experimental groups: 
Sham and Ovx, treated with vehicle carboxymethylcellulose (0.5% administered 
0.3 ml via gavage); Sham Spiro and Ovx Spiro, treated with spironolactone (80 
mg / kg dissolved in carboxymethylcellulose, via gavage). All treatment 
protocols were maintained for 8 weeks. Blood pressure measurements were 
performed in anesthetized animals and vascular function was investigated 
through in vitro vascular reactivity studies in segments of the aorta and third 
branch of the mesenteric artery. At the end of the treatment, we verified that 
there was no alteration of the blood pressure in ovx rats when compared to the 
sham group, and the treatment with spironolactone did not modify this 
parameter. As for reactivity, the treatment reduced the contractile response to 
phenylephrine in aortic rings, improved acetylcholine-induced relaxation and did 
not affect relaxation to sodium nitroprusside. However, in mesenteric arteries 
none of these parameters were altered when compared to ovx and sham rats, 
both in the absence or presence of spironolactone treatment. Removal of the 
endothelium and preincubation with L-NAME (100 μM) shifted the 
concentration-response curve to phenylephrine to the left, however, this 
response was of greater magnitude in the aorta of sham rats when compared to 
ovx. MR blocker treatment equaled the concentration-response curve to aorta 
phenylephrine isolated from ovx rats with those obtained from sham rats, 
suggesting an improvement in NO bioavailability in estrogen deficient rats. In 
mesenteric arteries, no difference was found in the concentration-response 
curves to phenylephrine, between ovx and sham rats, in the presence or 
absence of MR blocker. Incubation with thiram (1 mM) promoted reduction of 
the response to phenylephrine that was higher in the aorta of ovx rats, 
suggesting greater release of reactive oxygen species. Incubation with apocynin 
(30 μM) and catalase (1000 U ∙ mL-1) reduced the concomitant response to 
phenylephrine only in the aorta isolated from ovx rats. Treatment with MR 
blocker did not modify the concentration-response curve to phenylephrine in the 
presence of thyroxine, apocynin and catalase in aorta isolated from ovine rats, 
suggesting a reduction of oxidative stress in estrogen deficient rats. In 
mesenteric rings, tiron, apocynin and catalase did not alter vascular reactivity in 
either group. Indomethacin (10 μM) significantly reduced the contractile 
response to phenylephrine in the aorta of both groups. However, the magnitude 
of this effect was higher in the isolated aorta of ovx rats suggesting greater 
release of constrictor prostanoids. Treatment with MR blocker, however, 
abolished these effects. In mesenteric the maximal response to phenylephrine 
was reduced in the sham group after incubation with indomethacin, which was 
restored after treatment with spironolactone. As for the ovx group, there was no 
change in the contractile response. Treatment with spironolactone reduced the 
basal production of superoxide anion in the aorta and promoted reduction of 
vascular protein expression of gp91phox, NOX4 and SOD, as well as reduction 
of plasma levels of malondialdehyde in sham and ovx rats. In conclusion, our 
results suggest that the reduction of estrogen levels with consequent increase 
of ROS and reduction of the bioavailability of NO in the aorta act together to 
produce the vascular alterations, which are reversed after treatment with MR 
blocker. 
 











1.1ENDOTÉLIO VASCULAR  
 
O endotélio vascular possui uma única camada celular que reveste a superfície 
luminal de todos os vasos sanguíneos, constitui uma interface ativa, situada 
entre a circulação e o restante da parede vascular. O endotélio controla a 
permeabilidade vascular, regulando o tráfego de moléculas nas células. 
(RUBANYI, 1993)  
 
Desde 1980, o endotélio deixou de ser apenas uma barreira entre o sangue e a 
parede vascular (FURCHGOTT AND ZAWADZKI, 1980) passando a ser 
considerado um órgão endócrino, com capacidade de modular a motricidade 
vascular, a coagulação sanguínea, o crescimento e a proliferação vascular. 
(RUBANYI, 1993) 
 
O endotélio serve tanto como uma barreira semi-permeável, quanto função de 
ser um regulador do tônus vascular, por liberar e sintetizar várias substâncias 
vasoativas: vasodilatadores (óxido nítrico, prostaciclina, fatores 
hiperpolarizantes derivado do endotélio), vasoconstritores (endotelina, 
angiotensina II, tromboxano A2, prostaglandinas, peróxido de hidrogênio (H2O2) 
e radicais livres) (MONCADA et al.,1994; FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1980; 
PALMER et al., 1987; FELETOU & VONHOUTTE, 1988; RUBANYI & 
VANHOUTTE, 1986; KIFOR & DZAU 1987; YANAGISWA et al., 1988; 
FROLICH & FORSTERMANN, 1989; VANHOUTTE, 1993). (Figura 1) 
 
Dentre as substâncias vasodilatadoras, o óxido Nítrico (NO), maior regulador 
do tônus vascular, é sintetizado principalmente pela Óxido nítico sintase 
endotelial (eNOS) no sistema vascular (MALINSKI et al., 1993; HAKIM et al., 
1996; FELS et al., 2010). Após sua síntese no endotélio, o NO difunde-se para 
o músculo liso vascular,ativa a enzima guanilato ciclase (GC) que medeia a 
formação do 3,5 – monofosfato cíclico de guanosina (cGMP). O GMPc ativa a 
proteína cinase G (PKG) que fosforila diversas proteínas, reduzindo a 
sensibilidade das proteínas contráteis ao cálcio, que por fim, induz o 
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relaxamento vascular. (FÖRSTERMANN AND MÜNZEL, 2006; FELS et al., 
2010).  
 
A PKG ativa canais para K+ dependentes de Ca+2, inibindo assim a entrada de 
Ca+2 do conteúdo extracelular pelos canais de cálcio dependentes de voltagem, 
hiperpolarizando a membrana. Esses mecanismos contribuem para a 
diminuição da Ca+2 intracelular, e consequentemente o relaxamento do 
músculo liso vascular (MONCADA et al., 1991., CANNON III., 1998; LINCOLN 
et al., 2001;TRIGGLE et al., 2003 ).  
 
 
Figura 1: Fatores vasodilatadores e vasoconstritores derivados do endotélio e sua ação 
no músculo liso vascular. Fatores vasodilatadores: óxido nítrico (NO), prostaciclina (PGI2) e 
fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). Fatores vasoconstntores: endotelina I (ET-
l), angiotensina II (Angio II), tromboxano A2 e prostaglandina H2 (TXA2 e PGH2). Espécies 
reativas do oxigênio: ânion superóxido (02 -), peróxido nitrito (OONO-) e radical hidroxila (OH-). 
L-ARG: L-arginina; COX: ciclooxigenase; ECA: enzima conversara de angiotensina; ROC: 
canais para cálcio operados por receptor; RS: retículo sarcoplasmático; PIP2: fosfatidilinositol 





A produção e a função diminuídas do óxido nítrico derivado do endotélio e de 
outros fatores vasoprotetores e/ ou a produção exagerada de proinflamatórios e 
vasoconstritores levam eventualmente a disfunção endotelial (WONG, 2010). 
 
1.2 DISFUNÇÃO ENDOTELIAL  
 
A disfunção endotelial é considerada um marcador de doença vascular e 
desempenha um papel importante no início e progressão de eventos clínicos. 
(BONETTI et al, 2003; WIDLANSKY et al, 2003;  JABLONSKI et al, 2013; 
DICKINSON et al, 2009; SEALS et al, 2011).  
 
A disfunção endotelial envolve vários mecanismos, dentre os quais destacam-
se: 1) diminuição da liberação de fatores de relaxamento derivados do 
endotélio: NO, EDHF e/ou prostaciclina; 2) diminuição da biodisponibilidade 
desses fatores, principalmente NO, por inativação oxidativa; 3) disfunção nas 
vias de transdução dos sinais dos fatores de relaxamento endoteliais; 4) 
diminuição da sensibilidade da musculatura lisa vascular aos fatores de 
relaxamento; 5) aumento da produção de fatores de contração produzidos pelo 
endotélio: endotelina-1, PGH2, tromboxano A2, e/ ou ânions superóxido  
(BATLOUNI, 2001). 
 
1.2.1 ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (ERO’s) 
 
O estresse oxidativo é a condição que envolve um aumento na produção das 
espécies reativas de oxigênio, na qual há uma incapacidade das enzimas 
antioxidantes de controlarem essa produção, levando também desequilíbrio na 
biodisponibilidade do sistema enzimático (PARAVICINI, 2008).  
 
As ERO's são geradas durante o metabolismo de oxigênio e são altamente 
reativas podendo tanto retirar elétrons, doar elétrons ou reagir com outras 
moléculas (SZASZ et al., 2007). Compreende dois grupos moleculares: 1) 
radicais livres tais como ânion superóxido (O₂ˉ), hidroxila (OH), e óxido nítrico 
(NO) e 2) sem radicais de oxigênio atômico (O₂), peróxido de hidrogênio 
(H₂O₂), ácido hipocloroso (HOCl), peróxido nitrito (ONOOˉ) e hidroperóxidos 
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lipídicos (LOOH); que são mais estáveis e têm maior meia-vida do que radicais 
livres. 
 
No estresse oxidativo, quantidades significativas de ânion superóxido Oˉ₂ 
podem reagir com o NO formando peroxinitrito (ONOOˉ) (RUBANY,1986), que 
atua como radical livre. Em consequência, diminui a biodisponibilidade de NO 
endotelial e seu efeito vasodilatador, além de manifestar um efeito 
vasoconstritor e deletérios do Oˉ₂ e ONOOˉ (AUCH-SCHWELK et al.,1989). 
 
Uma das maiores fontes de geração de EROs, especialmente Oˉ₂ nos vasos 
sanguíneos é a enzima NADPHoxidase que está presente em vasos 
sanguíneos.  As células endoteliais expressam as subunidades NOX-2, NOX-4 
e NOX-5, as células musculares lisas expressam NOX-1, NOX-4 e NOX-5 e 
macrófagos e monócitos fundamentalmente NOX-2. Atualmente considera-se 
que NOX-1 e NOX-2 podem ser as principais subunidades que contribuem para 
o estresse oxidativo vascular nas enfermidades cardiovasculares 
(DRUMMOND et al., 2011) (Figura 2) 
 
Figura 2 – Representação esquemática das isoformas da NADPH oxidase na parede do 
vaso sanguíneo. A) A localização celular (células endoteliais, célula do músculo liso vascular, 
fibroblastos, macrófagos e células T) Isoformas da NADPH oxidase (NOX-1, NOX-2, NOX-4 e 
NOX-5) através da seção transversal de uma artéria; B) Diagrama esquemático de uma célula 
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hipotética na qual todas as isoformas da NADPH oxidase (começando com NOX-1 na coluna à 
esquerda e finalizando com NOX-5 na coluna à direita e suas possíveis localizações 
intracelulares) (DRUMMOND et al., 2011). 
 
O adequado equilíbrio entre a geração e a inativação das EROs é necessário 
porque esses radicais modulam a função vascular. Na presença de 
desequilíbrio, com prevalência de formação de EROs, pode ocorrer ativação de 
vias de sinalização intracelulares que provocam a proliferação celular 
descontrolada, remodelamento vascular, processo inflamatório e alteração no 




Os principais prostanóides são: Prostaglandina E2 (PGE2), Prostaciclina 
(PGI2), Prostaglandina D2 (PGD2), Prostaglandina F2α (PGF2α), e 
Tromboxano A2. Eles são produzidos por praticamente todos os tecidos, 
podem atuar de maneira parácrina ou autócrina para manter a homeostase 
corporal. Durante uma inflamação, tanto o nível, como o perfil de prostanóides 
secretados alteram significativamente (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011). 
 
A produção dos prostanóides depende da atividade de enzimas denominadas 
prostaglandinas G/H sintases, ou simplesmente, ciclooxigenases (COX) que 
exibem atividade bifuncional de ciclooxigenase, e de peroxidase (DAVIDGE ST, 
2001).  
 
Existem duas principais isoformas da COX, a COX-1, e a COX-2. A COX-1, é 
considerada a isoforma constitutiva, é expressa em muitos tecidos, sintetiza 
pequenas quantidades de PGs, e tem como principal função a manutenção das 
funções fisiológicas; já COX-2 é conhecida por ser induzida em algumas 
células por estímulos inflamatórios, hormônios e fatores de crescimento, é uma 
fonte de prostanóides durante inflamação, e em doenças proliferativas, como o 




Ambas as enzimas podem contribuir em processos homeostáticos, e em 
processos inflamatórios (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011). Quando 
secretados pelas células que os sintetizam, os prostanóides exercem seus 
efeitos via receptores específicos: TP para o TXA2; IP para a PGI2; FP para o 
PGF2; DP1 ou DP2 para a PGD2 e para a PGE2 são descritos 4 subtipos de 
receptores denominados EP1 – EP4 (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011; 
FUNK, 2001; WRIGHT et al., 2001) 
 
Os receptores EP apresentam mecanismos distintos, relacionando-se de 
acordo com a subunidade na qual o mesmo se encontra ligado à proteína G. 
Sendo que, o grupo de receptores acoplados à proteína Gs (IP, DP, EP4, EP2) 
promove ativação da adenilato cliclase, aumento do AMPc e consequente 
relaxamento do músculo liso vascular. Já os receptores EP1, FP e TP 
encontram-se acoplados à proteína Gq, e quando são estimulados controlam o 
aumento da [Ca2+]i e assim promovem vasoconstrição (RICCIOTTI & 
FITZGERALD, 2011;FUNK, 2001; WRIGHT et al., 2001). 
 
Além dos efeitos descritos acima, um estudo recente demonstrou que produtos 
derivados da COX-2 podem modular a produção de ERO’s, contribuindo para o 
aumento do estresse oxidativo (MARTÍNEZ-REVELLES et al, 2013). Esses 
fatores, associados,  podem contribuir para a gênese e/ou manutenção de 
diversas doenças cardiovasculares. Como já é sabido, em mulheres, a 
incidência de doenças cardiovasculares aumenta na pós-menopausa devido à 





Os estrogênios 17-β-estradiol, estriol, estrona, atuam sobre as células alvo 
através de receptores (ERs) que pertencem à família de fatores de transcrição 
nucleares. Nos mamíferos, há dois tipos de receptores de estrogênio: ERα e 





No sistema cardiovasculares, o estrogênio (E2) tem como efeito induzir o 
relaxamento vascular através do aumento da expressão e atividade da (eNOS) 
(MACRITCHIE et al., 1997; KLEINERT et al., 1998). O estrogênio, através de 
seus receptores associados à membrana das células endoteliais estimula 
agudamente a atividade da eNOS, através do mecanismo clássico dependente 
de cálcio / calmodulina que envolve fosfatidilinositol 3-quinase / fosforilação 




Figure 3- Mecanismo de ativação do Óxido Nítrico sintase pelo estrôgênio em células 
endoteliais e células musculares lisas. O estrogênio provoca a ativação rápida de óxido nítrico 
sintase (NOS) de uma forma que não requer transcrição de novos genes. Nas células 
endoteliais (porção superior da figura), isto provavelmente ocorre por uma ação nova do 
receptor de estrogênio a (ERa), o resultado é a rápida ativação da NOS endotelial 
(MENDELSOHN, KARAS , 2016)  
 
Esta ação local aguda sobre a atividade da eNOS tem um efeito imediato sobre 
o tônus vascular (CHAMBLISS E SAUL, 2002; HAYNES et al,. 2003).Além 
disso, o E2 estimula o aumento da biodisponibilidade do NO, pela diminuição 
na produção de derivados do endotélio como ânion superóxido (GUETTA et al., 
29 
  
1997, WASSMANN et al., 2002), por reduzir a NAD(P)H-oxidase nas células 
endoteliais (WAGNER et al.,2001).  
 
O estrogênio possui outra função importante no sistema cardiovascular, 
conhecida por regular do sistema renina angiotensina, incluindo componentes 
deste sistema, como  a Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) e receptor 
AT1 (SUMINO et al., 2003; GALLAGHER et al, 1999; SHENOY et al., 2009; 
FRESHOUR et al., 2001).  
 
Esse hormônio parece não agir diretamente na ECA, mas é sugerido que ele 
reduz sua atividade por regular a síntese de mRNA desta enzima em nível 
tecidual (GALLAGHER et al., 1999).  
 
A deficiência de estrogênio leva à regulação positiva de AT1 e sua afinidade 
aumentada para angio II (NICKENIG et al, 1998).A angio II tem um papel 
importante na regulação cardiovascular, pois a mesma aumenta a atividade 
NADPH oxidase e sua expressão que está associada com uma proteína menor 
chamada p22phox (AKKI et. al., 2009)  
 
O receptor AT1, acoplado a proteína G, além disso, a outra proteína no qual ele 
está acoplado é a proteína Gq, no qual, quando estimulada, o efeito imediato é 
ativar a fosfolipase C e assim ocorre a abertura de canais de cálcio (MEHTA, 
GRIENDLING et al., 2007).  Essa modulação via proteínas G diminui os níveis 
celulares de AMP cíclico, estimula as fosfolipases C,A₂ e D, aumenta a geração 
de inositol 1,4,5 trifosfato (IP₃) e diaglicerol, aumentando a concentração de 
cálcio intracelular e estimulando a atividade da proteína quinase C (LEVENS et 
al.,1992).  
 
Atualmente, estudos mostram que o estrogênio também pode promover um up 
regulation em receptores AT2 sistematicamente e na vasculatura renal 
(ARMANDO et al., 2002). Esta ação é bastante relevante para proteção contra 
as doenças cardiovascular em mulheres pré-menopausa (PEPINE et al.,2006; 




A ativação do receptor AT2 medeiam efeitos benéficos no sistema 
cardiovascular incluindo vasodilatação, antiproliferação e apoptose (DÜSING, 
2016). 
 
Diante das funções que o estrogênio exerce sobre o sistema cardiovascular, 
várias pesquisas apontam que a deficiência hormonal está associada à 
redução da vasodilatação, devido a uma disfunção endotelial que resulta em 
um aumento na incidência de doenças cardiovasculares em mulheres na pós-
menopausa (HAMMES & LEVIN, 2007).  
 
1.4 DEFICIÊNCIA DE ESTROGÊNIO 
 
A menopausa é um período caracterizado pela perda gradual da função 
ovariana e da capacidade reprodutiva, chamado de hipoestrogenismo 
(BECHLIOULIS et al., 2012). Entretanto, algumas mulheres podem apresentar 
esta etapa de transição de forma precoce, promovendo disfunção ovariana em 
um período em que deveria estar em sua fase reprodutiva (BECHLIOULIS et 
al., 2012). 
 
A menopausa precoce pode ser espontânea, caracterizada pela redução do 
número de folículos ovulatórios (CRAMER et al., 1995; HARLOW & 
SIGNORELLO, 2000), ou pode ser de forma induzida devido a intervenções 
médicas, tais como, quimioterapia ou intervenções cirúrgicas como 
ooforectomia bilateral (SHUSTER et al., 2010). 
 
A perda da função ovariana pode ser um fator de risco específico para o 
desenvolvimento de doenças cardiovasculares (STEVENSON, 2000). Essas 
doenças incluem insuficiência cardíaca congestiva, acidente vascular cerebral 
e hipertensão (THOM, 1989). 
 
A hipertensão arterial sistêmica (HAS) se caracteriza por ser uma condição 
clínica multifatorial caracterizada por níveis elevados e sustentados de pressão 
arterial (PA).  A HAS está associada a alterações funcionais e/ou estruturais 
dos órgãos-alvo como o coração, encéfalo, rins e vasos sanguíneos, com 
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consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais e não-fatais 
(MANCIA et al., 2007; THIRD REPORT OF THE NATIONAL CHOLESTEROL 
EDUCATION PROGRAM, 2002). 
 
A hipertensão tem alta prevalência e baixas taxas de controle, é considerada 
um dos principais fatores de risco (FR) modificáveis e um dos mais importantes 
problemas de saúde pública.(VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE 
HIPERTENSÃO ARTERIAL,2010). No Brasil, HA atinge 32,5% (36 milhões) de 
adultos, mais de 60% dos idosos, contribuindo para 50% das mortes por 
doença cardiovascular (DCV) (THOMOPOULOS, PARATI et al., 2014). 
 
Quando comparado homens e mulheres em idade fértil a prevalência de 
hipertensão não é semelhante, níveis mais elevados são encontrados em 
homens até 50 anos de idade quando comparado às mulheres, porém esse 
quadro é revertido a partir da 5ª década de vida (RECKELHOFF & 
FORTEPIANI, 2004).  
 
Assim, fica evidenciado que as doenças cardiovasculares em mulheres na pós 
menopausa estão associada a falta do estrogênio, mostrando que  esse 
hormônio é um regulador do sistema renina angiotensina (SRA).  
 
O SRA merece destaque por possuir componentes vasoativos, amplo espectro 
de atuação, além de seu papel crítico na regulação da PA e na homeostase de 
sódio controlado pela aldosterona (UNGER, 2002) 
 
1.5 ALDOSTERONA  
 
A aldosterona, integra o sistema renina-angiotensina-aldosterona, é um 
hormônio esteroidal da família mineralocorticóide, envolvido no equilíbrio de 
eletrólitos e controle da pressão arterial. Ações da aldosterona são mediadas 
principalmente através de receptores mineralocorticóides (MR), que ativam 
mecanismos genômicos bem caracterizados. (HOLLENBERG et al., 2004;. 
TOUYZ, et al., 2004; CALLERA et al., 2011;. BRIONES et al., 2012;. BRUDER-




Esses efeitos genômicos são caracterizados pela ligação do hormônio ao 
receptor mineralcorticóide. A aldosterona circulante no sangue liga-se a 
proteínas plasmáticas e vai para o citoplasma, local onde a aldosterona liga-se 
ao receptor MR. Esse complexo penetra no núcleo celular e se liga a 
elementos específicos para a resposta hormonal atuando como um fator de 
transcrição e modulando a expressão de várias proteínas envolvidas no 
transporte de sódio. (LEITE et al., 2008). 
 
Além de retenção de sódio, a aldosterona também reduz a sensibilidade dos 
barorreceptores, promove a fibrose do miocárdio, proliferação de fibroblastos, e 
alterações na expressão do canal de sódio (ROCCOE FANG, 2006). Sua ação 
crônica leva à hipertrofia miocárdica, necrose de miócitos, fibrose e, 
consequentemente remodelamento cardíaco (WEBER, 2001). 
 
In vitro, a exposição prolongada a aldosterona diminui a concentração de 
nitrito, e as concentrações de GMPc celulares, e atenua a capacidade de 
artérias mesentéricas de ratas a contrair (VIRDIS et al., 2002;. NAGATA et al., 
2006;. OBERLEITHNER et al., 2009). Portanto, a aldosterona tem ações 
importantes no sistema cardiovascular, que influenciam a reatividade vascular 
e a remodelação, a função endotelial e inflamatória (HOLLENBERG et al., 
2004;. TOUYZ et al., 2004; CALLERA et al., 2011;. BRIONES et al., 2012;. 
BRUDER-NASCIMENTO et al., 2014).  
 
O mecanismo pelo qual os MR são envolvidos na função vascular tem sido 
estudada, e com isso seus mecanismos estão começando a ser elucidados 
nesses últimos anos. (MCCURLEY A, JAFFE IZ, 2012).A aldosterona circula no 
plasma podendo exercer seu efeito sobre vasos sanguíneos por ativação de 
seus receptores no endotélio e nas células do músculo liso (VSMCs) 
(KORNEL, 1994) ou por efeitos independentes de seus receptores (CHRIST et 
al.,1995).  
 
Assim os efeitos vasculares da aldosterona se tornam complexos podendo 
levar tanto respostas vasodilatadoras através do NO pelo endotélio e 
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vasoconstrição através do aumento cálcio no músculo liso (NGUYEN, 
JAISSER, 2012; UHRENHOLT et al, 2003; TODA et al., 2013) (Figura 4) 
 
Os mecanismos pelos quais a aldosterona leva a diminuição do relaxamento 
vascular depende do aumento da formação das ERO’s, fatores constritores 
endoteliais, ativação do canal de cálcio, e / ou ativação da liberação de 
histamina de mastócitos.( SCHJERNING  et al. 2013; MARON  et al., 2012). 
Ela aumenta a produção de ERO’s através da ativação das isoformas da 
NADPH oxidase (NOX) (CALLERA et al.,2005; ZHANG et al., 2014). 
 
 
Figura 4: Efeito vascular da aldosterona. Aldosterona ativa MRs no endotélio e célula muscular 
lisa. A sua resposta depende da exposição aguda ou crônica da aldosterona. Adaptado 
LYNGSO,2016 
 
Considerando que o aumento de aldosterona eleva o estresse oxidativo 
vascular, através de mecanismos já mencionados, a terapia com antagonistas 
de MR reduz ou anula tal efeito (CALLERA et al.,2005; ZHANG et al., 2014), 




Os antagonistas dos receptores MR têm sido utilizados como drogas anti-
hipertensivas na hipertensão essencial (LEVY, 2004). Porém antagonista de 
receptores mineralcorticóide como a espironolactona tem um efeito modesto 
sobre a pressão arterial como monoterapia, sendo utilizada em adição com 
outra droga em hipertensão resistente (CHAPMAN, 2007)  
 
Em contrapartida estudo de Martín-Fernández e colaboradores em 2012 
mostraram que o tratamento apenas com a espironolactona é capaz de reduzir 
inflamação e oxidação produzidos pelo isoproterenol, apoiando o papel 
principal dos mineralocorticoides em alterações cardíacas produzidas por 
estimulação dos receptores β-adrenérgicos.  
 
Outro grupo de pesquisadores mostraram que a espironolactona é capaz de 
reduzir a deposição de colágeno após oclusão coronariana (MILL et al., 2003) e 
de diminuir a rigidez do ventrículo esquerdo em grupo experimental de ratos 
hipertensos adultos submetidos à dieta hiperssódica (BALDO et al., 2011).  
  
Portanto, o bloqueio MR reduz a inflamação cardíaca, estresse oxidativo, 
fibrose, remodelação, hipertrofia e melhora a função cardíaca e vascular 
(VIRDIS et al., 2002; CALLERA et. al., 2005, CALLERA et. al 2011; BROWN, 
2013; VELMURUGAN et al., 2013;. ZHANG et al., 2014).Por conseguinte, o 
tratamento com espironolactona tem mostrado importante papel na melhora da 
disfunção endotelial e aumento na biodisponibilidade de NO em pacientes com 
insuficiência cardíaca (FARQUHARSON E STRUTHERS, 2000).  
 
Além disso, estudos mostram que inibidor de receptor mineralcorticóide 
aumenta a produção de NO, bem como a atividade de enzimas antioxidantes, 
como a MnSOD e CuZnSOD, nos macrófagos de pacientes com insuficiência 








As doenças cardiovasculares são uma das principais causas de morbidade e 
mortalidade em mulheres na pós-menopausa que possuem ausência do papel 
cardioprotetor do estrogênio. 
 
Na população em envelhecimento e em mulheres pós menopausadas que se 
encontram em estado de deficiência de estrogênio natural, a prevalência da 
hipertensão é aumentada. (DUBEY et al.2005). 
 
Embora o estrogênio traga benefícios vasculares, ensaios clínicos trouxeram 
evidências de que a terapia de reposição hormonal (TRH) na pós-menopausa 
pode aumentar o risco de tromboembolismo e doenças cardiovasculares. 
(HULLEY et al., 1998; HULLEY et al., 2002). Portanto considerando que a 
deficiência estrogênica está relacionada com a disfunção endotelial e ao 
aumento do estresso oxidativo (YUNG, 2011), o bloqueio de receptores de MR 
nesta condição, poderia trazer benefícios cardiovasculares.  
 
De fato, há trabalhos que demonstram que o bloqueio de receptores de MR 
reduzem o estresse oxidativo e melhoram a função vascular em doenças 
cardiovasculares, sabidamente conhecidas por apresentarem aumento do 
estresse oxidativo (CALLERA et al.,2005; ZHANG et al., 2014).A hipótese do 
nosso estudo é que o bloqueio de receptores mineralcorticóides em vaso de 














3.1 OBJETIVO GERAL: 
 
Avaliar o efeito do bloqueio de receptores MR sobre a função vascular de 
artérias de condutância e resistência de ratas ovariectomizadas, com foco na 
biodisponibilidade de NO e estresse oxidativo. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 
1. Investigar em artérias de condutância (aorta) e de resistência (segmentos do 
terceiro ramo da artéria mesentérica) de ratas ovarectomizadas, se o 
tratamento com espironolactona modifica: 
a.  A reatividade vascular a agentes vasoconstritores e vasodilatadores.  
b. A liberação de fatores vasodilatadores e vasoconstritores derivados do 
endotélio. Especificamente, avaliaremos o óxido nítrico, os prostanóides e as 
espécies reativas de oxigênio.  
d. A expressão de proteínas envolvidas com a função endotelial, como as 
isoformas da NADPH (gp91phox,  NOX 4 e SOD). 
2. Avaliar se a ovariectomia modifica a pressão arterial e possíveis  efeitos do 
tratamento da espironolactona. 
3. Investigar se o tratamento com espironolactona diminui a produção de ânion 
superóxido em anéis de aorta e mesentérica. 











4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 
 
Foram utilizados ratas Wistar (Rattus novergicus albinus), com peso inicial 
entre 220-250g e idade de aproximadamente três meses. Os animais foram 
cedidos do Biotério Central da Universidade Federal do Espírito Santo (UFES). 
Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (43 cm x 30 cm x 15 
cm), sob condições controlada de temperatura (22ºC), e ciclo claro-escuro de 
12 horas, tendo livre acesso à água e à ração. O uso e o cuidado desses 
animais experimentais foram realizados de acordo com os princípios éticos de 
experimentação animal, descritos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 
Animal (CONCEA, 2015). Todos os protocolos experimentais foram aprovados 
pela Comissão de Ética em Experimentação e Uso de Animais da Universidade 
Federal do Espírito Santo (UFES – CEUA #028/2014). 
 
4.2. MODELO EXPERIMENTAL 
 
Os animais foram separados em 4 grupos experimentais, de acordo com o 
protocolo de tratamento ao qual foram submetidos: Sham e Ovx, tratadas com 
veículo carboximetilcelulose (0,5% administrado 0,3ml via gavagem); Sham 
Espiro e Ovx Espiro, tratados com espironolactona (80 mg/Kg dissolvida em 
carboximetilcelulose, 0,3ml de volume, via gavagem). Esse volume era 
corrigido de 15/15 dias pela média do peso das ratas. O tratamento teve início 
no primeiro dia de castração e foram mantidos por 8 semanas.   Posteriormente 
as ratas foram eutanásiadas para coleta de sangue (através da artéria 






4.2.1 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO (OVARIECTOMIA E SHAM) 
 
Os animais foram anestesiados com Quetamina e Xilasina (100 e 10 mg/kg, 
intraperitoneal; i.p), o animal foi mantido em decúbito lateral imobilizado com 
fita adesiva sobre a prancha cirúrgica, antes da incisão foi realizada tricotomia 
na região dos flanco e assepsia com álcool 70%.  
 
Após esse procedimento, foi feito um pequeno corte subcutâneo (cerca de 1 
cm) na região abdominal cujo ponto central era aproximadamente a 1,5 cm  
abaixo da última costela, no eixo craniocaudal e com distância da coluna 
vertebral de aproximadamente 1,5 cm., expondo a musculatura abdominal do 
animal. 
 
A seguir, um pequeno corte foi feito na musculatura abdominal expondo a 
cavidade abdominal com o intuito de exteriorizar os ovários. O ovário foi 
localizado e amarrado com fio absorvível (catigut simples) próximo à junção da 
trompa uterina com o ovário, seguindo com sua remoção. A musculatura foi 
então suturada com o fio reabsorvível e a pele foi suturada com fio catigut 
cromado 5-0.  
 
Foi realizado assepsia da região e o procedimento foi repetido no lado oposto. 
O grupo Sham foi submetido aos mesmos procedimentos cirúrgicos exceto a 
remoção dos ovários. Ao final do procedimento, os animais receberam uma 




4.2.2 AVALIAÇÃO DO CICLO ESTRAL PELO ESFREGAÇO VAGINAL 
 
Os animais foram submetidos à avaliação do ciclo estral (10 dias antes da 
castração e 10 dias antes do sacrifício) com a intenção de avaliar em qual fase 
do ciclo estavam para a realização dos experimentos.  
 
A secreção vaginal foi coletada com uma pipeta contendo 10 μL de solução 
salina (NaCl a 0,9%). A ponta da pipeta foi introduzida gentilmente, na 
cavidade vaginal das ratas, movimentos circulares suaves foram realizados e o 
conteúdo vaginal foi aplicado a uma lâmina de vidro junto a uma gota de 
solução de lugol, sendo posteriormente analisado em microscópio de luz (Bel 
Photonics FLUO-2) sem o uso da lente condensadora, com 10x e 40x lentes 
objetivas.  
 
De acordo com a determinação do ciclo, após a análise da predominância das 
células observadas, os animais foram classificados em estro, diestro I, diestro II 
e proestro (MARCONDES et al., 2002).  
 
A fase do proestro foi confirmada quando havia predomínio de células 
nucleadas epiteliais; uma predominância de células cornificadas caracterizou a 
fase do estro; a presença de células epiteliais nucleadas, cornificadas e 
leucócitos em proporções semelhantes, foi um indicativo da fase do metaestro.  
 
E por fim, quando houve predomínio de leucócitos a fase foi caracterizada 
como diestro. Uma semana antes da data do procedimento experimental, as 
ratas tiveram o ciclo estral acompanhado, e o experimento só foi realizado 
quando as ratas se encontravam no proestro. 
 
4.3 MEDIDA DIRETA DE PARÂMETROS HEMODINÂMICOS 
 
As ratas tiveram seu peso corporal registrado antes (dia 0), durante (15 dias, 
30 dias, 45 dias) e no dia do sacrifício. Ao final do tratamento (60 dias após a 
cirurgia), os animais de ambos os grupos foram anestesiados com uretana 30% 
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(1,2 g/ Kg, i.p.). O plano anestésico foi avaliado pela responsividade ao 
estímulo doloroso, e quando necessário, houve suplementação na dose. 
 
A rata então era colocada em uma mesa cirúrgica adequada para ratos, feita 
com uma superfície plana de madeira. A pele sobre o lado ventral do pescoço, 
onde foi feita a incisão cirúrgica, foi cuidadosamente limpa e desinfectada com 
álcool 70 % 
 
A cateterização foi realizada na artéria carótida direita para mensuração dos 
parâmetros cardiovasculares (pressão arterial sistólica, pressão arterial 
diastólica, pressão arterial média e frequência cardíaca). Para esta 
cateterização foram utilizadas cânulas de polietileno PE-50 (Intramedic 
Polyethylene Tubing, Clay Adams, Becton, Dickinson and Company, Nova 
Jérsei, EUA) preenchidas com salina heparinizada (50 U/ml).  
 
A artéria carótida direita foi identificada juntamente com o nervo vago, ao lado 
direito da traqueia, sendo separada delicadamente do tecido conjuntivo 
adjacente e do nervo vago, com o cuidado de não estimulá-lo, em seguida a 
cânula era inserida e amarrada com um fio sem obstruir o fluxo de sangue. 
 
Os cateteres, já introduzidos na carótida direita do animal, eram acoplados a 
um transdutor de pressão (TSD 104A- Biopac conectado a um pré- 
amplificador) interligado ao sistema Biopac, o qual permitia que as pressões 
arteriais e a frequência cardíaca (FC) fossem registradas (MP 30 Byopac 
Systems, Inc; CA) e processadas por um computador. Para o processamento 
dos dados foi utilizado taxa de amostragem de 2000 amostras / segundo. 
 
Por fim, após um período de estabilização de 20 minutos foram registrados os  
parâmetros cardiovasculares,  por um intervalo de 15 minutos. Posteriormente 
as ratas foram eutanasiadas para avaliação da função vascular. 
 




Após coleta do sangue, o útero foi removido. Posteriormente, foi acondicionado 
na estufa, por 24 horas a 60 ºC para análise do peso seco em balança de alta 
precisão. 
 
4.5 REATIVIDADE VASCULAR  
 
4.5.1 AVALIAÇÃO DA FUNÇÃO VASCULAR – AORTA 
 
Após 8 semanas de tratamento com carboximetilcelulose e espironolactona, a 
função vascular foi investigada através de estudos de reatividade vascular in 
vitro em segmentos de aorta em preparação de banho de órgãos com a 
finalidade de avaliar os efeitos do tratamento com espironolactona sobre a 
reatividade vascular. 
 
A aorta torácica descendente foi cuidadosamente removida e imersa 
rapidamente em uma placa de Petri contendo solução de Krebs-modificado, 
composta por (em mM): NaCl 127; KCl 4,7; CaCl2.2H2O 2,5; MgSO4.7H2O 
1,2; KH2PO4 1,17; NaHCO3 24; Glicose 11; EDTA 0,01, aerada com mistura 
carbogênica contendo 5% de CO2 e 95% de O2. Esta solução foi mantida com 
pH 7,4. Após a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta torácica foi 
dividida em segmentos cilíndricos de aproximadamente 3 a 4 mm de 





Figura 5: Aorta torácica, de rato Wistar, imersa em solução fria de Krebs-Henseleit, após a 
remoção do tecido conectivo e adiposo, sendo dividida em segmentos de 4 mm (modificado de 
Fiorim, 2011). 
 
Cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 ml de solução de Krebs-
Henseleit aquecida a 36 ± 0,5 ºC, continuamente gaseificada com mistura 
carbogênica, mantendo o pH estável em 7,4. Dois fios de aço inoxidável, em 
forma de triângulos, foram passados através do lúmen dos segmentos de 
forma que fiquem paralelos na luz do vaso. Um fio foi fixado à parede do banho 
e o outro conectado verticalmente a um transdutor de tensão isométrica. Assim, 
qualquer alteração do diâmetro do vaso era captada pelo transdutor de força 
(TSD 125) conectado a um sistema de aquisição de dados (MP 100 Biopac 
Systems, Inc; Santa Bárbara, CA- USA) e este a um computador (Figura 6).  
 
 
Figura 6: Esquema sobre a preparação experimental dos anéis de aorta em banho de órgãos 
para a realização de estudos de reatividade vascular in vitro (adaptado de Faria, 2014). 
 
Após a montagem, os anéis aórticos foram submetidos a uma tensão de 





Após o período de 45 minutos de estabilização, foi administrado ao banho KCl 
75 mM para verificar a atividade contrátil do músculo liso vascular induzida por 
despolarização. Após atingirem uma variação de um grama de força a partir do 
valor basal, estes anéis eram lavados com solução de Krebs-Henseleit até 
retornar a tensão de repouso. Assim, os anéis que não obtiveram tal contração 
foram descartados.  
 
Após 30 minutos de estabilização, uma nova dose de KCl (75 mM) era 
adicionada ao banho para a aquisição de uma contração máxima do músculo 
liso vascular, aferida após 30 minutos da adição, tempo necessário para atingir 
um platô no registro da contração. Após este platô, os anéis foram novamente 
lavados três vezes para atingir o valor basal e, após 30 minutos, esses anéis 
foram submetidos à avaliação da integridade funcional do endotélio. 
 
A função endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista 
muscarínico acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta foram pré-contraídos com 
fenilefrina (10-6 M). Uma vez atingido o platô, uma dose única de acetilcolina 
(ACh) 10-5 M foi aplicada  Após um período de lavagem, os anéis foram 
incubados com determinados fármacos. 
 
4.5.1.1 Efeito do tratamento com espironolactona sobre a resposta 
vasoconstritora à fenilefrina 
 
Após a avaliação da integridade funcional do endotélio, a solução nutridora do 
banho foi trocada três vezes para que a tensão basal fosse estabelecida. Após 
30 minutos de estabilização, era realizada a curva concentração-resposta à 
fenilefrina (10-10 a 3x10-4 M) de maneira cumulativa nos dois grupos estudados. 
 
4.5.1.2 Efeito do tratamento com espironolactona sobre a resposta de 
relaxamento dependente do endotélio 
 
A função endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista 
muscarínico acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta com endotélio foram pré-
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contraídos com fenilefrina 10-6 M. Uma vez obtido o platô, foram realizadas as 
curvas concentração-resposta, cumulativas à acetilcolina (10-11 a 3x10-5 M). 
 
4.5.1.3 Efeito do tratamento com espironolactona sobre a modulação do 
endotélio na resposta vasoconstritora à fenilefrina 
 
Para avaliar a capacidade do endotélio em modular a resposta constritora à 
fenilefrina, foram realizados protocolos experimentais com anéis de aorta com 
endotélio íntegro (E+) e sem endotélio (E-). As células endoteliais foram 
removidas mecanicamente através do uso de fios metálicos. Estes foram 
inseridos na luz do vaso e friccionados à sua íntima, ocasionando lesão do 
endotélio. A ausência do endotélio foi confirmada pela incapacidade da 
acetilcolina 10-5 M de induzir o relaxamento, após a pré-contração com 
fenilefrina (10-6 M). A preparação foi lavada e, após 30 minutos de retorno à 
tensão basal, foram realizadas curvas concentração-resposta à fenilefrina (10-10 
a 3x10-4 M). 
 
4.5.1.4 Efeito do tratamento com espironolactona sobre a resposta de 
relaxamento independente do endotélio 
 
A avaliação da vasodilatação não mediada pelo endotélio foi analisada através 
do relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sódio (NPS). Assim como para 
acetilcolina, os anéis foram pré-contraídos com fenilefrina 10-6 M e, a seguir, 
foram realizadas curvas concentração-resposta ao doador de NO, em 
concentrações de 10-11 a 3x10-5 M. 
 
4.5.1.5 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos a resposta à fenilefrina 
na aorta 
 
A curva concentração-resposta à fenilefrina foi realizada na ausência (controle) 
e presença de: a) um inibidor não-seletivo da enzima óxido nítrico sintase (NG-
nitro-L-arginina metil éster, L-NAME, 100 µM); b) um “varredor” não-enzimático 
de ânion superóxido (O2
.-), tiron (1 mM); c) um inibidor seletivo da enzima 
NADPH oxidase apocinina (30 μM),  d) um “varredor” de peróxido de 
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hidrogênio, a catalase (1000 U∙mL−1); e além disso para avaliar a presença de 
prostanóides foi utilizado um inibidor não seletivo da COX, Indometacina (10 
μM). Estes fármacos foram adicionados ao banho 30 minutos antes das curvas 
de fenilefrina. 
 
4.5.2 AVALIAÇÃO DA FUNÇÃO VASCULAR - ARTÉRIA MESENTÉRICA 
 
A análise da reatividade das artérias mesentéricas de ratos foi realizada de 
acordo com método descrito por Mulvany & Halpern (1977). O intestino dos 
animais era removido para retirar o mesentério.(Figura 7) Este era mantido em 
solução de Krebs Henseleit (em mM: NaCl 115, NaHCO3 25, KCl 4,7, 
MgSO4.7H2O 1,2, CaCl2.2H2O 2,5, KH2PO4 1,2, glicose 11,1 e EDTA 0,01) 
aerada com mistura carbogênica contendo 5% de CO2 e 95% de O2 a 4ºC e 
pH 7.4 durante o procedimento de dissecção. O terceiro ramo da artéria 
mesentérica foi isolado com o auxílio de um microscópio de dissecção e 
segmentos de aproximadamente 2 mm de longitude foram cortados e mantidos 
a 4º C. 
                                         
Figura 7: Fotografia do leito mesentérico mostrando as artérias com suas ramificações. 
 
Após preencher as câmaras do miógrafo para vasos de resistência (Danish 
Myo Tech, Modelo 410A e 610M, JP-Trading I/S, Aarhus, Dinamarca) com 
Krebs Henseleit, dois fios de tungstênio (40 μm de diâmetro) foram inseridos no 
lúmen das artérias para medida de força isométrica. Um dos fios estava 
acoplado a um transdutor de força isométrica e o outro fio conectado a um 
micromanipulador que permitia o estiramento das artérias. Esse miógrafo 
estava conectado a um sistema para aquisição de dados (Powerlab/800 




Após período de 30 minutos de estabilização em solução de Krebs Henseleit 
gaseificada com mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2, pH 7,4, 37 º 
C), as artérias foram estiradas a uma tensão de repouso considerada ótima em 
relação ao seu diâmetro interno. Para isso, em cada segmento arterial a 
relação tensão: diâmetro interno foi calculada e então foi determinada a 
circunferência interna correspondente a uma pressão transmural de 100 mmHg 
para um vaso relaxado in situ (L100). Para a realização dos experimentos, as 
artérias foram mantidas com uma circunferência interna L1, calculada como 
L1= 0,90 x L100, circunferência na qual o desenvolvimento de força é máximo 
(MULVANY & HALPERN, 1977). 
 
Após estabilização em sua tensão de estiramento ideal, os segmentos de 
artérias mesentéricas foram expostos a uma solução com concentração alta de 
potássio (120 mM, a composição é similar ao Krebs Henseleit, no entanto o 
NaCl foi substituído por KCl em concentração equimolar) para avaliar a 
capacidade contrátil dos segmentos. A solução foi novamente trocada para 
solução de Krebs-Henseleit normal e após retorno à sua tensão basal, 
determinou-se a integridade endotelial.  
 
Para comprovar a integridade endotelial, as artérias foram pré-contraídas com 
uma concentração de fenilefrina (10-6M) suficiente para produzir 50% da 
contração produzida pela solução de Krebs-Henseleit com KCl 120 mM, e 
então o relaxamento vascular foi obtido por exposição a de ACh (10-5 M). 
 
4.5.2.1 Efeito do tratamento com espironolactona sobre a resposta de 
relaxamento dependente do endotélio 
 
O relaxamento dependente do endotélio foi avaliada através do relaxamento 
induzido pelo agonista muscarínico acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta 
foram pré-contraídos com fenilefrina 10-6 M. Uma vez obtido o platô, foram 





4.5.2.2 Efeito do tratamento com espironolactona sobre a resposta de 
relaxamento independente do endotélio 
 
A avaliação da vasodilatação não mediada pelo endotélio foi analisada através 
do relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sódio, através do relaxamento 
induzido pelo NPS. Assim como para acetilcolina, os anéis foram pré-
contraídos com fenilefrina 10-6 M e, a seguir, foram realizadas curvas 
concentração-resposta ao doador de NO, em concentrações de 10-11 a 3x10-5 
M. 
 
4.5.2.3 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos na resposta à fenilefrina 
na aorta 
 
A curva concentração-resposta à fenilefrina foi realizada na ausência (controle) 
e presença de: a) um inibidor não-seletivo da enzima óxido nítrico sintase (NG-
nitro-L-arginina metil éster, L-NAME, 100 µM); b) um “varredor” não-enzimático 
de ânion superóxido (O2
.-), tiron (1 mM); c) um inibidor seletivo da enzima 
NADPH oxidase apocinina (30 μM), um “varredor” de peróxido de hidrogênio, d) 
a catalase (1000 U∙mL−1); e além disso para avaliar a presença de 
prostanóides foi utilizado um inibidor não seletivo da COX Indometacina (10 
μM). Estes fármacos foram adicionados ao banho 30 minutos antes das curvas 
de fenilefrina. 
 
4.6 FLUORESCÊNCIA PRODUZIDA PELA OXIDAÇÃO DO DIHIDROETÍDEO 
(DHE) 
 
Para verificar a influência do tratamento com espironolactona por 8 semanas, 
sobre a produção de O2
.- nas artérias mesentérica e aorta, foi utilizada a 
técnica de fluorescência produzida pela oxidação do DHE. O DHE é um 
derivado do etídio que entra em contato com O2
.-, oxida-se e posteriormente se 
liga ao DNA das células emitindo fluorescência vermelha. Este método permite 




Os segmentos de aorta e mesentérica foram retirados dos animais, em 
seguida, limpos e mantidos por 1 hora em solução Krebs-Henseleit com 
sacarose 30%. Posteriormente, estes segmentos foram congelados em meio 
adequado (meio de congelamento). Assim, as amostras foram mantidas a -80º 
C até o dia do experimento. 
 
Ambos os segmentos foram cortados no criostato em anéis com 10 µm de 
espessura. Posteriormente estes anéis foram adicionados em lâminas 
gelatinadas e secos em estufa a 37º C durante 30 minutos. Após este 
procedimento, as lâminas contendo os cortes foram lavadas e posteriormente 
incubadas com Krebs HEPES (Para 100 ml de Krebs: 29,4 mg de CaCl2, 759 
mg de NaCl, 41,7 mg de KCl, 4,9 mg de MgCl2, 197,8 mg de HEPES e 198,2 
de glicose) por 30 minutos em uma câmara úmida à 37º C. Decorridos os 30 
minutos, o Krebs foi escorrido e o excesso seco. Em seguida, foi realizada 
incubação com DHE 2 µM por duas horas na estufa com câmara fechada a 37º 
C. A luminescência emitida foi visualizada com microscópio fluorescência 
invertido (Leica DM 2500) e câmara fotográfica (Leica DFC 310 FX) com filtro 
568 nm. As imagens foram quantificadas pelo software ImageJ. 
 
4.7 EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS PELO MÉTODO DE WESTERN BLOT 
 
A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a influência do 
tratamento com espironolactona sobre a expressão proteica da isoforma da 
NADPH oxidase a gp91phox, NOX4 e a SOD. Para isto, foram usadas 
amostras de artéria aorta torácica e artérias mesentéricas. 
 
As amostras foram armazenadas no freezer -80 ° C até a homogeneização, 
que foi em 150 µL tampão de extração [Tris-HCL pH 7,4 (10 mM), PMSF (1 
mM), NaVO3 (1 mM), SDS (1%), DTT (0,5 mM), EDTA (5 mM) e coquetel de 
inibidor de protease Diluição 1: 100)]. Depois de homogeneizadas as amostras 
foram centrifugadas (Eppendorf-Neitheier- Hinz GmbH 22331, Alemanha) 
durante 10 minutos, 6.000 rpm a 4º C e, em seguida, o sobrenadante foi 
retirado e feita então a quantificação protéica (Fotômetro Bioquímica, Bio 2000, 
Brasil) pelo método de Bradford (Bradford, 1976).  O ensaio de Bradford foi 
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realizado em placa de ELISA, consistindo num volume final de 200 µL para 
cada poço da placa. A solução padrão foi obtida a partir de diluições de 
albumina bovina (BSA) em água destilada com concentração estoque final de 
1mg/mL. Essa solução foi diluída para a obtenção da curva padrão com as 
seguintes concentrações de BSA: 0,10 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,75 
mg/mL; 1,0 mg/mL; além do branco (somente água destilada). 
 
Em seguida foram aliquotados os volumes para uma carga de 50 μg de 
proteína, sendo este volume de amostra misturado, em partes iguais, com 
tampão de homogeneização. Alíquotas do homogeneizado foram diluídas em 
solução de Laemmli (Uréia 0,5 mM; SDS 0,17 mM; DTT 39 μM; Tris-HCl 0,01 M 
pH=8 e Azul de bromofenol 0,5 %) e após centrifugação foram mantidas à 
temperatura de 95 ºC durante 4 minutos. 
 
4.7.1 Eletroforese e transferência das amostras  
 
As amostras foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida 10% para SOD, 
e NADPH oxidase gp91phox, NOX 4 e SOD previamente imersos em um 
tampão para eletroforese (25 mM de Tris HCl, 190 mM de glicina e 0,1% de 
SDS).  
 
4.7.2 Transferência das proteínas 
 
 Depois de separadas, as proteínas das amostras foram transferidas para uma 
membrana de PVDF utilizando uma cuba molhada (Biorad), por 2:00 hs, 60 
volts a 4°C, com tampão de transferência constituído de 25 mM de tris-HCl pH 
8,3, 192 mM de glicina e 20% (v/v) de metanol. 
 
4.7.3 Incubação dos anticorpos 
 
Após a transferência, as membranas de PVDF foram incubadas por 2:30 h em 
uma solução constituída de leite em pó desnatado (5%) em tampão TBS-tween 
0,1% (20 mM de tris-HCl pH 7,4 e 150 mM de NaCl), à temperatura ambiente 
sob agitação leve, para evitar ligações inespecíficas com reativos não 
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imunológicos. Em seguida, as membranas foram incubadas por 4 horas a 
temperatura ambiente, sob agitação, em TBS-T adicionado mais os seguintes 
anticorpos primários: SOD(1: 2000, Santa Cruz Biotechnology, California, EUA) 
e para β-actina (1:5000, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), gp91phox (1:2000 
Santa Cruz Biotechnology) e NOX4 (1:2000 Santa Cruz Biotechnology) 
 
Após este período, as membranas foram lavadas em tampão TBS-tween 0,1%, 
sob agitação leve em temperatura ambiente e incubadas com o anticorpo 
secundário (IgG, anti-mouse conjugado para fosfatase alcalina - 1:3000, Abcam 
Inc. e IgG, anti-Rabbit conjugado para fosfatase alcalina – 1:7000, Santa Cruz 
Biotechnology, Inc.) por 1:30 h, à temperatura ambiente, sob agitação suave, 
seguida de lavagem com tampão TBS-tween 0,1%, e posteriormente com 
tampão TBS. 
 
A detecção da ligação proteína-anticorpo foi realizada utilizando-se o Kit 
comercial NBT/BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate nitroblue 
tetrazolium (NBT)/5- bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (BCIP) – Invitrogen), 
de acordo com as instruções do fabricante. As membranas tiveram suas 
imagens digitalizadas e tratadas utilizando o programa ImageJ (domínio 
público). Em cada ensaio experimental fez-se a normalização em relação ao 
controle (β-actina), com vista a diminuir os possíveis erros associados às 
variações nas concentrações das proteínas. Os resultados foram expressos em 
unidades arbitrárias. 
 
4.8 MEDIDA DE PRODUÇÃO DE MALONDIALDEÍDO (MDA) NO PLASMA  
 
As amostras de plasma dos animais foram coletadas com tubo heparinizado 
(jateada na parede interna do tubo), centrifugadas a 5000 rpm a 4 ºC por 15 
minutos e armazenadas a -80 °C até o dia da análise.  
 
As concentrações plasmáticas de MDA foram mensuradas por ensaio 
modificado de ácido tiobarbitúrico (TBA) (WIGGERS et al, 2008). Os radicais 
livres reagem com os PUFA da membrana celular e lipoproteínas, 
transformando-os em ácidos graxos peroxidados os quais sofrem redução de 
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sua cadeia lateral liberando MDA, de maneira que sua concentração sérica é 
proporcional à quantidade de ácidos graxos poliinsaturados oxidados e, 
portanto um indicador de peroxidação lipídica. 
 
Após centrifugação do sangue, o plasma foi coletado e misturado ao ácido 
tricloroacético a 20 % em 0,6 MHCl (1:1 vol/vol) e mantidos em gelo por 20 
minutos para precipitar seus componentes e evitar possíveis interferências. As 
amostras foram novamente centrifugadas por 15 minutos a 1500 x g antes de 
adicionar o TBA (120 mM em Tris 260 mM, pH 7) ao sobrenadante numa 
proporção de 1:5 (v/v). Após, a mistura foi aquecida a 97º C por 30 minutos. A 
medida foi realizada através da absorbância usando Absorbance Microplate 
Reader (ELx808TM). 
 
4.9 EXPRESSÃO E ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS  
 
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Os 
valores de n significam o número de animais utilizados em cada grupo 
experimental. Para análise dos dados e aplicação dos testes estatísticos foi 
utilizado o programa GraphPad Prism Software 5.0 (San Diego, Califórnia, 
EUA).  
 
Foram calculados os valores de resposta máxima (Rmax) e de pD2 (-log EC50) 
das curvas concentração-resposta à fenilefrina,  à acetilcolina e ao 
nitroprussiato de sódio  e nas situações experimentais (remoção do endotélio 
ou na presença de fármacos) através da análise de regressão não-linear de 
cada curva individualmente. 
 
Para comparar a magnitude de efeito dos fármacos sobre a resposta contrátil à 
fenilefrina dos grupos estudados, alguns resultados foram expressados através 
da diferença da área abaixo da curva (dAUC) de concentração-resposta à 





Para comparar três médias ou mais, foi utilizada a análise de variância 
(ANOVA) uma ou duas vias para medidas repetidas ou completamente 
randomizadas. Quando o teste ANOVA detectava significância estatística, foi 
realizado o pós-teste (pos-hoc) de Bonferroni ou de Tukey. 
 
Os resultados foram considerados estatisticamente significantes para valores 
de p < 0,05.  
 
4.10 FÁRMACOS E REAGENTES UTILIZADOS 
 
- Acetilcolina, cloridrato (Sigma) 
- Ácido aminoacético (Glicina) (Sigma) 
- Ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Merck) 
- Acido hidroxietilpiperazina etanosulfônico (HEPES) (Sigma) 
- Ácido tiobarbitúrico (Sigma) 
- Ácido tricloroacético (Merck) 
- Acrilamida (N, N`-Metilenbisacrilamida 40 % Solução 37, 5:1): BioRad 
- Albumina bovina (Sigma) 
- Anticorpo produzido em camundongo para β-actina (Sigma) 
- - Anticorpo policlonal produzido em coelho para SOD-Mn (Millipore) 
- Anticorpo monoclonal produzido em camundongo para gp91phox (Sigma) 
- Apocinina (Acetovanilona) (Sigma) 
- Bicarbonato de sódio (Vetec) 
- Carbogênio (95 % de O2 e 5 % de CO2) (White Martins) 
-Carboximetilcelulose 0,5% 
- Catalase (Sigma) 
- Cloreto de cálcio dihidratado (Merck) 
- Cloreto de potássio (Merck) 
- Cloreto de sódio (Merck) 
- Dihidroetídeo (Sigma) 
- Dodecil-sulfato de sódio (SDS) (Sigma) 
-Espironolactona 80mg  
- Fosfato de potássio monobásico (Merck) 
- Glicerol (Sigma) 
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- Glicina (Sigma) 
- Glicose (Merck) 
- Hidróxido de sódio (Sigma) 
- Inibidor de protease (Cocktail for General Use) (Sigma) 
- Indometacina (Sigma) 
- Leite desnatado (Nestlé) 
- L-Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma) 
- Metanol (Sigma) 
- ML171 (Sigma) 
- N,N, N’,N’- Tetrametil-etilenodiamina (Temed) (Sigma) 
- NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)  
- Nitroprussiato de sódio, dihidratado (Fluka) 
- OCT tissue-tek (Sakura) 
- Persulfato de amônio (APS) (Sigma) 
- Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (Sigma) 
- Reagente para detecção de Western Blot (ECL Plus) (Amersham) 
- Sacarose (Merck) 
- SDS (dodecil sulfato sódico) (Sigma-Aldrich) 
- Sulfato de magnésio heptahidratado (Merk) 
- Tiron (Sigma) 
- Tris HCl (Sigma) 
- Uretana (Sigma) 
 
Todas as soluções foram preparadas com água deionizada e mantidas no 
congelador a -20º C. Exceto Indometacina (preparada em solução 












5.1 PESO CORPORAL  
 
Os animais foram acompanhados durante o tratamento. Na tabela 1, 
encontram-se os resultados obtidos no início do tratamento dos grupos Sham, 
Ovx, Sham Espiro e Ovx Espiro e o peso final dos respectivos animais. Como 
esperado, os animais ovariectomizados tiveram um aumento significativo no 
peso corporal em comparação com os animais sham. A espironolactona não 
alterou estas alterações induzidas pela ovariectomia. 
 
 SHAM  OVX  SHAM ESPIRO OVX ESPIRO 
Peso 
Corporal 




279±4,3* 335±6,7*# 280±3,5* 337±2,4* 
 
Tabela 1: Comparação do peso corporal (em gramas), N=6 para todos os grupos. Resultados 
estão expressos como média ± EPM. *P<0,05 versus sham and  #P<0.05 versus Ovx. ANOVA 
1 via, seguida de pós teste de Tukey para comparações múltiplas.  
 
5.1.2 PESO DO ÚTERO  
 
Para a análise da eficácia da cirurgia de ovariectomia (Tabela 2), após o 
sacrifício dos animais, o útero foi removido cuidadosamente e pesado úmido e, 
posteriormente, colocado na estufa para determinação do peso seco. Foi 
observada uma redução do peso uterino (atrofia) do grupo ovariectomizado, 
(p<0.05). 
 














Tabela 2: Comparação do peso do útero (em gramas) entre os grupos sham cmc (n=6), sham 
Final (n=6), Ovx (n=7) e Ovx Final (n=7). Sham Espiro(n=6), Sham Espiro Final (n=6), Ovx 
Espiro (n=6) e Ovx Espiro Final (n=6). *p<0,05 vs Sham Peso Úmido; #p<0,05 Sham Seco; $p 
<0,05 Ovx Peso Úmido, ANOVA 1 via, seguida de pós teste de Tukey para comparações 
múltiplas.   
 
5.2 AVALIAÇÃO DA PRESSÃO ARTERIAL SISTÓLICA 
 
O efeito da espironolactona por 8 semanas, sobre a pressão arterial foi 
avaliada em todos os grupos. No final do tratamento, a PAS dos animais 
tratados não foi alterada, o mesmo foi observado nos animais controle. 
Portanto não houve diferença entre as PAS, PAD, PAM e FC entre os grupos 
(Tabela 3). 
 
 SHAM OVX  SHAM ESPIRO OVX ESPIRO 
PAS 112±4 112±4 107±2 106±3 
PAD 69±3 72±4 65±4 69±1 
PAM 87±3 86±4 84±4 77±1 
FC 274±8 262±12 304±15 283±19 
 
Tabela 3: Valores da pressão arterial sistólica (PAS) obtidos por meio de hemodinâmica em 
ratas dos grupos Sham, Ovx, Sham Espiro e Ovx Espiro após dois meses de tratamento, N=6 
para todos os grupos, os resultados estão expressos como média ± EPM. P<0, 05, ANOVA 1 
via. 
 
5.3 EFEITO DO TRATAMENTO COM ESPIRONOLACTONA SOBRE A 
REATIVIDADE À FENILEFRINA NOS ANÉIS ISOLADOS DE AORTA E DE 
ARTÉRIA DE RESISTÊNCIA DE FÊMEAS OVARIECTOMIZADAS 
 
A fenilefrina (agonista α1 adrenérgico) promoveu resposta vasoconstritora 
concentração-dependente nos anéis de aorta e mesentérica de animais dos 
grupos Sham e Ovx (Figura 8). Diante disso, foi observado que anéis de aorta 
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de ratas ovariectomizadas apresentaram maior responsividade contrátil à 
fenilefrina, em comparação com anéis de aorta do grupo sham.  
 
Á resposta máxima à fenilefrina foram maiores nos segmentos de aorta dos 
animais do grupo Ovx quando comparado ao grupo Ovx Espiro (Figura 8A). 
Mostrando que o tratamento com espironolactona foi capaz de prevenir o 
aumento da resposta máxima à fenilefrina em aorta isolada do grupo Ovx 
(Figura 8A) (Tabela 4). Em anéis de aorta do grupo sham não houve alteração 
quando comparado aos anéis de aorta tratados com espironolactona (Figura 
8A). No leito mesentérico não houve nenhuma diferença entre os grupos 
(Figura 8B). 
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Figura 8: Resposta contrátil induzida por fenilefrina, em segmentos de artéria aorta torácica (A) 
e artérias mesentéricas de resistência (B) de ratas dos grupos controle (Sham) e tratado com  
espiro. Os resultados (média ± EPM) estão expressos como porcentagem da contração 
induzida por 75 mM (aorta) e 120 (mesentérica) mM de KCl. O número de animais usados está 
indicado entre parênteses. p* < 0,05 vs Ovx Espiro, 
#
p < 0,05 vs Ovx, ANOVA duas-vias e pós-
teste de Bonferroni.  
 
Tabela 4– Valores de pD2 e Rmax obtidos das curvas concentração-resposta à 
fenilefrina (Fe 0,1 nM – 0,3 mM) em anéis de aorta e mesentérica. 






Fenil Aorta 107±1,1 139±1,1* 96±2,8* 99±3,7# 
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Fenil MRA 94±3,7 94,5,4 89±3,3 99±4,5 
Valores expressados como média ± EPM. *p < 0,05 vs sham; 
# 
p<0,05 vs ovx; ANOVA uma via 
e pós-teste de Tukey 
Valores expressados como média ± EPM. ANOVA uma via 
 
5.4 AVALIAÇÃO DAS VIAS ENDOTELIAIS NA RESPOSTA 
VASOCONSTRITORA À FENILEFRINA EM ANÉIS DE AORTA  
 
A fim de avaliar a modulação endotelial na resposta vascular à fenilefrina em 
ratas Ovx, a camada endotelial foi removida mecanicamente em anéis de aorta 
e a ausência desta estrutura foi confirmada pela incapacidade da acetilcolina 
(10 μM) induzir relaxamento menor que 10% no teste do endotélio. 
 
Na aorta, a ausência do endotélio promoveu aumento significativo da  Rmáx à 
fenilefrina em ratas Sham (Figura 9B) (Tabela 5). O aumento de reatividade à 
FE na ausência do endotélio mostrou-se amplificado após tratamento com 
bloqueador de MR em ambos os grupos (Figura 13 C-D). 
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Fenil Aorta 7,47±0,08 8,03±0,06 7,24±0,14 7,42±0,34 
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Figura 9: A,B) Curvas concentração-resposta à fenilefrina realizadas em anéis de aorta com 
presença (E+) ou ausência de endotélio (E+) em ratas dos grupos controle Sham e Ovx, 
tratados Sham Espiro, Ovx Espiro. Comparação entre os grupos através do cálculo da área 
abaixo da curva (dAUC). O número de animais usados está indicado entre parênteses.Gráfico 
A: *p<0,05 vs Sham E+, 
#
p<0,05 Sham Espiro E+. Gráfico B *p<0,05 vs Ovx E+, 
#
p<0,05 Ovx 
Espiro E+. , ANOVA duas-vias e pós-teste de Bonferroni.  
 
Tabela 5– Valores de pD2 e Rmax obtidos das curvas concentração-resposta à 
fenilefrina (Fe, 0,1 nM – 0,3 mM) em anéis de aorta com e sem endotélio. 







E+ 107±1,1 139±1,1 96±2,8 99±3,7 
E- 136±1,5*#   141±0,9 156±8,7$ 154±5,4! 
Valores expressados como média ± EPM. *p < 0,05 vs sham E+,#p < 0,05 vs sham espiro E-, 
$p < 0,05 vs sham espiro E+; !p < 0,05 vs ovx espiro E+.ANOVA uma-via  







E+ 7,47±0,08 8,03±0,06 7,24±0,14 7,42±0,34 
E- 7,93±0,68 9,10±0,12 8,09±0,25 8,05±0,45 
Valores expressados como média ± EPM. ANOVA uma-via 
 
5.5 EFEITO DO TRATAMENTO COM ESPIRONOLACTONA SOBRE O 
RELAXAMENTO NOS ANÉIS ISOLADOS DE AORTA E DE ARTÉRIA DE 




A acetilcolina induziu relaxamento em todos os segmentos arteriais estudados 
(Figura 10). No entanto, em segmentos isolados de aorta de ratas Ovx o 
tratamento com espironolactona melhorou o relaxamento (Figura 10A), 
enquanto que na mesentérica não houve diferença em nenhum dos grupos 
(Figura 10B) (Tabela 6) 
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Figura 10: Resposta dilatadora induzida pela acetilcolina (ACh) em segmentos de artéria aorta 
(A)  e artéria mesentérica (B) de ratas dos grupos Sham  e Ovx. Os resultados (Média ± EPM) 
estão expressos como porcentagem da pré-contração à FE. O número de animais usados está 
indicado entre parênteses.p*<0,05 vs Ovx, ANOVA duas-vias e pós-teste de Bonferroni.  
 
Tabela 6 – Valores de pD2 e Rmax obtidos das curvas concentração-resposta 








Ach Aorta 77±1,8 82±4,2 87±2,5 97±2,9˟ 
     Ach MRA 101±1,8 98±1,0 99±0,8 88±5,7 
Valores expressados como média ± EPM. *p < 0,05 vs ovx; ANOVA uma-via e pós teste de 
Tukey 







Ach Aorta 7,32±0,26 7,21±0,22 7,51±0,25 7,76±0,20 
Ach MRA 8,25±0,07 8,61±0,10 8,31±0,15 8,1±0,19 
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Valores expressados como média ± EPM. ANOVA uma-via 
5.6 EFEITOS DA ESPIRONOLACTONA SOBRE A RESPOSTA 
DILATADORA AO NITROPRUSSIATO DE SÓDIO (NPS) EM AORTA E 
ARTÉRIA MESENTÉRICA 
 
Para avaliar se o tratamento com espironolactona durante 8 semanas, seria 
capaz de alterar o relaxamento independente do endotélio, foram realizadas, 
curvas concentração-resposta ao NPS em anéis de aorta e mesentérica.  
 
Ao avaliar a resposta relaxante independente do endotélio, utilizando o NPS, 
observamos que a resposta de relaxamento do músculo liso promovida pelo 
fármaco nos anéis de aorta levou a diferença apenas em alguns pontos da 
curva concentração resposta (Figura 11A), embora esses pontos tenham dado 
diferença as análises feitas através Rmáx e PD2 não demonstraram diferença 
entre as curvas (Tabela 7), no entanto em anéis de mesentéricas não houve 
nenhuma diferença (Figura 11B), sugerindo que a resposta é dependente do 
endotélio. 
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Figura 11: Resposta dilatadora induzida pelo nitroprussiato de sódio (NPS) em segmentos de 
artéria aorta (A) e artéria mesentérica (B) de ratas dos grupos controle e tratado. Os resultados 
(Média ± EPM) estão expressos como porcentagem da pré-contração à FE. O número de 
animais usados está indicado entre parênteses. Resultados expressados como média ± EPM.  




Tabela 7- Valores de pD2 e Rmax obtidos das curvas concentração-resposta à 








NPS Aorta 99±1,6 98±2,1 96±0,9 93±0,8 
     NPS MRA 77±4,7 73±8,8 83±4,5 73±3,1 









NPS Aorta 8,29±0,18 8,28±0,24 7,69±0,14 7,80±0,19 
NPS MRA 7,53±0,13 7,47±0,33 7,50±0,11 7,81±0,03 
Valores expressados como média ± EPM. ANOVA uma-via 
 
5.7 EFEITO DOS FATORES ENDOTELIAIS ENVOLVIDOS NO 
TRATAMENTO COM ESPIRONOLACTONA SOBRE A RESPOSTA À 
FENILEFRINA. 
 
5.7.1 Participação do Óxido Nítrico na Resposta Vasoconstritora à 
Fenilefrina em Anéis Isolados de Aorta e de Artéria de Resistência de 
Fêmeas Ovariectomizadas 
 
A incubação com L-NAME deslocou para a esquerda as curvas concentração-
resposta à fenilefrina em ambos os grupos em segmentos aórticos (sham e 
ovx)(Figura 12A). No entanto, esse efeito foi menor em aorta isolada do Ovx 
conforme demonstrado pela área abaixo da curva (Figura 12C) e, o tratamento 
com espironolactona reverteu esse efeito, sugerindo uma restauração da 
biodisponibilidade de NO em aorta isolada de ratas ovx e sham (Figura 12B).  
 
Nas artérias mesentéricas o L-NAME induziu aumento da sensibilidade à 
fenilefrina nos grupos ovx (Figura 12D)(Tabela 9). E nas ratas tratadas com 
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espironolactona houve uma diferença na resposta máxima no grupo Sham 
espiro L-NAME, quando comparado ao controle (Figura 12D)(Tabela 9). 
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Figura 12: Efeito do L-NAME (100 μM), inibidor da sintase do óxido nítrico, sobre a resposta 
contrátil induzida pela fenilefrina em segmentos de aorta (A,B) e artérias mesentérica de 
resistência (D,E) de ratas dos grupos controle Sham e Sham +LNAME, Ovx cmc e Ovx 
+LNAME, e tratados: Sham Espiro e Sham Espiro+LNAME, Ovx Espiro e Ovx Espiro+LNAME. 
Os resultados (média ± EPM) estão expressos como porcentagem da contração induzida por 
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75 mM (aorta) e 120 mM (mesentérica) de KCl. Comparação entre os grupos através do cálculo 
da área abaixo da curva (dAUC). O número de animais usados está indicado entre parênteses. 
Resultados expressados como média ± EPM. 
$
p<0,05 vs Ovx,  *p<0,05 vs Sham, 
#
p<0,05 vs 
Ovx L-Name. Gráfico B: *p<0,05 vs Sham Espiro, 
#
p<0,05 vs Ovx Espiro, Gráfico D: *p<0,05 vs 
Sham, 
#
p<0,05 vs Ovx. Gráfico E: *p<0,05 vs Ovx Espiro, 
#
p<0,05 vs Sham Espiro. ANOVA 
duas-vias e pós-teste de Bonferroni. 
 
 
5.7.2 Participação de Espécies Reativas de Oxigênio na Resposta 
Vasoconstritora à Fenilefrina em Anéis Isolados de Aorta e de Artéria de 
Resistência de Fêmeas Ovariectomizadas 
 
Evidências sugerem que o aumento da produção de ROS durante a privação 
de estrogênio pode levar a o desenvolvimento de disfunção endotelial. É 
reconhecido que a biodisponibilidade de óxido nítrico pode ser reduzida por 
espécies reativas de oxigênio (ROS), tendo como consequência o aumento da 
contração vascular. Diante disso, investigamos a influência das espécies 
reativas de oxigênio na resposta contrátil à fenilefrina em animais com 
deficiência nos níveis de estrogênio.  
 
Assim, para avaliar essa via, as artérias aorta e mesentérica foram incubadas 
com um “varredor” de ânion superóxido: Tiron (1mM); um inibidor da NAPDH 
oxidase: apocinina (10 μM); e um “varredor” de peróxido de hidrogênio: 
catalase (1000 U∙mL−1).  
 
Como observado nas Figuras  13A, a incubação com Tiron reduziu a Rmax à 
fenilefrina em aorta do grupo Ovx, reduziu tanto a Rmáx como a sensibilidade à 
fenilefrina (Tabela 8). Esses dados sugerem uma maior liberação de espécies 
reativas de oxigênio em aorta isolada do grupo Ovx.  
 
Foi observado que no modelo de deficiência estrogênica (grupo Ovx), o 
tratamento com espironolactona não modificou à reatividade à fenilefrina na 
presença de Tiron em aorta, sugerindo que o bloqueio do receptor de 
mineralcorticóide aboliu a liberação de ROS (Figura 13B). Esse mesmo efeito 




Em artérias mesentéricas não houve nenhuma mudança entre os grupos 
controle (Figura 13C) e tratado com espironolactona (Figura 13D) na presença 
de Tiron (Tabela 9) 
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Figura 13: Efeito do Tiron (1 mM), varredor de ROS, sobre a resposta contrátil induzida pela 
fenilefrina em segmentos de aorta (A,B) e artérias mesentérica de resistência (C,D) de ratas 
dos grupos controle Sham e Sham+Tiron, Ovx e Ovx+Tiron,e tratados: Sham Espiro e Sham 
Espiro+Tiron, Ovx espiro e Ovx Espiro+Tiron. Os resultados (média ± EPM) estão expressos 
como porcentagem da contração induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM (mesentérica) de KCl. 
O número de animais usados está indicado entre parênteses. Resultados expressados como 
média ± EPM. Gráfico A; *p<0,05 vs Ovx, 
#
p<0,05 vs Sham, ANOVA duas-vias e pós-teste de 
Bonferroni. 
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A apocinina promoveu redução na resposta máxima e da sensibilidade à 
fenilefrina nos anéis de aorta dos animais dos grupos Ovx (Figura 14A), não 
ocorrendo no grupo Sham (Figura 14A)(Tabela 8). Entretanto, o efeito da 
apocinina, nos grupos tratados com espironolactona restaura a resposta da 
Ovx para o mesmo nível de Sham (Figura 14B). Em artérias mesentéricas, 
houve diferença em alguns pontos da curva do grupo sham apo quando 
comparado ao sham, porém não houve diferença quanto à sensibilidade 
(Figura 14C) e Rmax quando a NADPH oxidase foi inibida em nenhum dos 
grupos (Figura 14D)(Tabela 9). 
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Figura 14: Efeito do Apocinina scavenge de NADPH, sobre a resposta contrátil induzida pela 
fenilefrina em segmentos de aorta (A,B) e artérias mesentérica de resistência (C,D) de ratas 
dos grupos controle Sham e Sham+Apocinina, Ovx e Ovx+Apocinina,e tratados: Sham Espiro e 
Sham Espiro+Apocinina, Ovx Espiro e Ovx Espiro+Apocinina. Os resultados (média ± EPM) 
estão expressos como porcentagem da contração induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM 
(mesentérica) de KCl. O número de animais usados está indicado entre parênteses. Para 
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análise comparativa da resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) Gráfico A: *P<0,05 vs 
Ovx. Gráfico C: *p<0,05 vs Sham. ANOVA duas-vias e pós-teste de Bonferroni. 
 
Na presença de catalase nenhuma diferença foi observada na reatividade da 
aorta do grupo Sham (Figura 15A), porém nas ratas Ovx houve um aumento na 
Rmáx (Figura 15A) sugerindo a participação de peróxido de hidrogênio, na 
deficiência de estrogênio, sendo essa diferença abolida na presença da 
espironolactona (Figura 15B). Em artéria mesentérica não houve diferença em 
nenhum grupo (Figura 15C-D). 
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Figura 15: Efeito do Catalase inibidor da H₂O₂, sobre a resposta contrátil induzida pela 
fenilefrina em segmentos de aorta (A.B) e artérias mesentérica de resistência (C,D) de ratas 
dos grupos controle Sham e Sham+Catalase, Ovx e Ovx+Catalase,e tratados: Sham Espiro e 
Sham Espiro+Catalase, Ovx Espiro e Ovx Espiro+Catalase. Os resultados (média ± EPM) 
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estão expressos como porcentagem da contração induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM 
(mesentérica) de KCl. O número de animais usados está indicado entre parênteses. Para 
análise comparativa da resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) *P<0,05 vs Ovx, 
ANOVA duas-vias e pós-teste de Bonferroni. 
 
5.7.3 Participação dos Prostanóides Derivados da Via da Ciclooxigenase 
(COX) na Resposta Contrátil a Fenilefrina em Anéis Isolados de Aorta e de 
Artéria de resistência de Fêmeas Ovariectomizadas 
 
Para analisar a participação dos prostanóides derivados da via do ácido 
araquidônico-ciclooxigenase na resposta contrátil à fenilefrina em anéis de 
aorta e artérias mesentéricas, incubamos essas artérias com o inibidor da 
COX, a indometacina (10 μM). A incubação com indometacina promoveu 
redução significativa da resposta contrátil à fenilefrina em aorta dos grupos 
sham e ovx, no entanto, a resposta foi maior em aorta isolada de ratas Ovx 
(Figura 16A)sugerindo maior liberação de prostanóides constrictores.  
 
No entanto, o tratamento com espironolactona restaurou a reatividade à 
fenilefrina apenas no grupo Ovx (Figura 16), sugerindo o envolvimento da 
aldosterona no aumento da liberação de prostanóides constrictores neste 
grupo. 
 
Em artéria mesentérica a incubação com indometacina reduziu a resposta 
máxima à fenilefrina apenas no grupo Sham, o qual foi restaurada após 
tratamento com espironolactona (Figura 16C) (Tabela 9) 
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Figura 16: Efeitos da indometacina (10 μM), inibidor da ciclooxigenase, sobre a resposta 
contrátil induzida pela fenilefrina (Fe) em segmentos de aorta (A,B) e artérias mesentéricas 
(C,D) de ratas dos grupos controle Sham e Sham+INDO, Ovx e Ovx+INDO,e tratados Sham 
Espiro e Sham Espiro+INDO, Ovx Espiro e Ovx espiro+INDO. Os resultados (média ± EPM) 
estão expressos como porcentagem da contração induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM 
(mesentérica) de KCl. Comparação entre os grupos através do cálculo da área abaixo da curva 
(dAUC)O número de animais usados está indicado entre parênteses. .Para análise comparativa 
da resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2)Gráfico A: *P<0,05 vs Ovx,
$
P<0,05 vs Sham. 
Gráfico B: *P<0,05 vs sham espiro. Gráfico D: *P<0,05 vs Sham. Gráfico E: *P<0,05 Ovx 
Espiro. ANOVA duas-vias e pós-teste de Bonferroni. 
 
Tabela 8 – Valores de pD2 e de resposta máxima (Rmáx, % de contração) 
obtidos através de curvas concentração-resposta à fenilefrina em artéria aorta 
de ratas sham, ovx, sham espiro e ovx espiro nas condições: Fenil e após 










Fenil 107±1,1 139±1,1 96±2,8 99±3,7 
L-Name 162±3,9* 156±4,2* 158±5,6* 148±4,1* 
Tiron 90±6,0 105±4,2* 95±12 108±2,4 
Apocinina 99±6,5 84±1,37* 86±2,8 101±7,3 
Catalase 99±7,8 107±12* 83±4,7 105±7,0 
Indometacina 60±1,8* 39±5,7* 50±5,5* 87±6,7 
Valores expressados como média ± EPM. *p < 0,05 vs curva controle (Fenil), ANOVA uma-via 









Fenil 7,47±0,08 8,03±0,06 7,24±0,14 7,42±0,34 
L-Name 9,19±0,09* 9,05±0,06* 8,68±0,37* 8,42±0,14* 
Tiron 7,09±0,19 7,27±0,11* 7,26±0,08 7,29±0,19 
Apocinina 6,55±0,19 6,26±0,13* 6,03±0,25 6,07±0,20 
Catalase 6,23±0,18 6,36±0,13* 6,15±0,17 6,12±0,27 
Indometacina 5,67±0,18* 7,95±0,33 7,57±0,38 7,82±0,24 
Valores expressados como média ± EPM. *p < 0,05 vs curva controle (Fenil), ANOVA uma-via 
e pós-teste deTukey. 
 
Tabela 9– Valores de pD2 e de resposta máxima (Rmáx, % de contração) 
obtidos através de curvas concentração-resposta à fenilefrina em artéria 
mesentérica de ratas sham, ovx, sham espiro e ovx espiro nas condições: Fenil 










Fenil 94±3,7 94±5,4 89±3,3 99±4,5 
L-Name 104±4,6 102±3,5 108±2,9* 114±3,2 
Tiron 85±2,5 94±3,0 101±6,8 88±5,8 
Apocinina 101±2,4 94±1,6 91±2,8 95±5,7 
Catalase 87±3,1 100±3,6 95±2,4 89±5,3 
Indometacina 81±4,4 94±1,5 91±2,8 91±5,3 
Valores expressados como média ± EPM. *p < 0,05 vs curva controle (Fenil), ANOVA uma-via 









Fenil 6,04±0,14 5,96±0,12 6,20±0,08 5,99±0,15 
L-Name 6,52±0,11 6,48±0,15* 6,47±0,19 6,38±0,18 
Tiron 6,16±0,22 6,12±0,13 6,16±0,08 6,11±0,12 
Apocinina 6,49±0,12 5,90±0,08 6,00±0,08 6,31±0,08 
Catalase 6,19±0,18 6,12±0,13 6,24±0,10 6,09±0,11 
Indometacina 5,83±0,16 5,91±0,08 6,00±0,08 5,66±0,10 
Valores expressados como média ± EPM. *p < 0,05 vs curva controle (Fenil), ANOVA uma-via 
e pós-teste deTukey. 
 
5.8 QUANTIFICAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÂNION SUPERÓXIDO (O2
.-) IN 
SITU ATRAVÉS DA FLUORESCÊNCIA PRODUZIDA PELA OXIDAÇÃO DO 
DIHIDROETÍDIO (DHE) 
 
Para verificar a influência da ovariectomia por 60 dias e do tratamento com 
espirinolactona sobre a produção de O2
.- in situ foi utilizada a técnica de 
fluorescência produzida pela oxidação do DHE.  
 
Portanto, corroborando com os resultados funcionais encontrados, a produção 
de O2
.- foi significativamente maior nos anéis de aorta de animais com 
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deficiência estrogênica quando comparado as ratas tratadas com 
espironolactona. (Sham Cmc 58,8 ± 2,87, n=7; Ovx Cmc 203,8 ± 7,66, n=7; 
Sham Espiro 29,1 ± 5,20, n=7; Ovx Espiro 33,3 ± 4,07   p < 0,05) (Figura 17). 
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Figura 17: Imagens de micrografia representam a fluorescência emitida por dihidroetídio em 
segmentos de ratas dos grupos Ovx, Sham, Ovx Espiro e Sham Espiro. Gráfico com valores 
médios da fluorescência emitida por dihidroetídio. Anova duas vias.*p<0,05. Aumento de 40x 
para fotografar. 





Após observar que à ovariectomia aumenta a produção de EROs, o próximo 
passo foi analisar a expressão das isoformas da NADPH oxidase gp91phox e 
NOX4. Nossos resultados sugerem que os níveis dessas isoformas descritas 
estão aumentadas no grupo Ovx cmc de anéis de aorta, não havendo diferença 
entre os grupos na artéria de resistência (Figura 18 A-B). O aumento da 
gp91phox pode ser uma das principais subunidades que contribuem para o 
estresse oxidativo vascular nas enfermidades cardiovasculares (DRUMMOND 
et al., 2011).  
 
Analisamos também se a ovariectomia poderia alterar a expressão das 
enzimas antioxidantes SOD. Similar ao que encontramos em artéria aorta, a 
expressão da proteína SOD foi aumentada em artérias ovx cmc (Figura 18 C). 
No entanto, a expressão proteica da SOD em mesentérica não foi afetada 
(Figura 18 E-F-G). 
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Figura 18: Na parte superior da figura estão demonstradas as bandas representativas da 
expressão de gp91phox, NOX 4, SOD e da β-actina. Os resultados (média ± EPM) estão 
mostrados como expressão proteica da gp91phox, NOX 4, SOD em relação à β-actina. Para 
análise comparativa.Anova duas vias *P<0,05 vs ovx; #vs sham. 
 
5.10 ANÁLISE MALONDIALDEÍDO 
 
Com o intuito de verificar se o estado oxidante (estresse oxidativo) é alterado 
pelo tratamento com espironolactona, foram realizadas medidas da produção 
de malondialdeído no plasma. Como observado na Figura 19, os níveis 
plasmáticos de malondialdeído foram reduzidos após tratamento com 
espironolactona após 8 semanas.                                  
                               


























Figura 19: Medida da produção de MDA plasmática do grupo sham cmc, ovx cmc e sham 
espiro, ovx espiro. Dados estão expressos em média ± EPM;. Anova duas vias,*P>0,05 vs 
ovx; #vs sham. 
 













Este estudo demonstrou que o antagonista de MR a espironolactona impediu o 
aumento da resposta vasoconstritora à fenilefrina, na aorta de ratas, mas não 
em artéria de resistência, induzida pela deficiência de estrogênio após 8 
semanas de privação hormonal. O efeito vascular protetor da espironolactona 
foi associado com aumento da biodisponibilidade do óxido nítrico e redução da 
produção de superóxido derivado da NADPH oxidase.  
 
O bloqueio de receptores MR não alterou a pressão arterial. Em mesentérica 
não houve alteração na reatividade entre os grupos sham e ovx, porém na 
aorta houve o aumento da reatividade a Fe quando comparado o grupo sham e 
ovx, e esse feito foi restaurado pelo bloqueio de MR, que também aumentou a 
resposta vasodilatadora em aorta de ratas ovx sugerindo que os efeitos 
benéficos do fármaco ocorrem sob vasos de condutância de ratas com 
deficiência de estrogênio.  
 
Os dados sugerem que as alterações vasculares como a disfunção vascular 
observadas em aorta isolada de ratas  ovx se devem ao aumento da produção 
de radicais livres derivados do oxigênio, principalmente o ânion superóxido, 
ocasionando redução da biodisponibilidade de NO em anéis de aorta do grupo 
ovx, concomitante a isso, ocorre  aumento da participação de prostanóides 
vasoconstrictores derivados da via do ácido araquidônico-ciclooxigenase.  
 
Os nossos resultados sugerem que a redução dos níveis de estrogênio e 
consequentemente o aumentos de ROS atuam em conjunto para produzir as 
alterações vasculares que podem contribuir para doenças cardiovasculares. 
Portanto este modelo proporciona um novo mecanismo pelo qual os 
antagonistas de MR podem ser protetores em mulheres na pós-menopausa, 
prevenindo a disfunção vascular associada à privação hormonal. 
 
Com intuito de esclarecer os prejuízos causados pela insuficiência do 
estrogênio, e a resposta promovida pela espironolactona sobre a reatividade 
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vascular em anéis de aorta e mesentérica. Os resultados encontrados neste 
trabalho serão discutidos adiante. 
 
6.1 EFEITO DA DEFICIÊNCIA DE ESTROGÊNIO SOBRE PARÂMETROS 
PONDERAIS. 
 
Ao final do tratamento, como era esperado, houve um aumento do peso 
corporal de todos os grupos. Além disso, há um aumento significativo do peso 
das fêmeas ovx quando comparada as ratas sham , corroborando com dados 
da literatura (KLOOSTERBOER; EDERVEEN, 2002; YOSHITAKE et al., 1999). 
O procedimento de ovariectomia, que conduz a um ganho de peso corporal, 
também se associa a um aumento do consumo energético diário e ao aumento 
da massa gorda corporal (RYOU et al., 2012).  
 
O peso do útero também foi avaliado a fim de comprovar a eficácia da técnica 
de ovariectomia, ou seja, avaliar de forma indireta a deficiência de estrogênio. 
A utilização do peso do útero como parâmetro de eficácia da ovariectomia é 
bem descrita (CALIMAN et al., 2013; DE MEDEIROS et al., 2012; SATO et al., 
1996). 
 
6.2 EFEITO DA DEFICIÊNCIA DE ESTROGÊNIO SOBRE A PRESSÃO 
ARTERIAL  
 
Nossos dados mostraram que a deficiência de estrogênio em ratas jovens não 
altera valores da pressão sistólica e diastólica, o que corrobora com estudo de 
Ribeiro e colaboradores 2013, realizado em nosso laboratório em que parte do 
seu estudo avaliou a pressão arterial em ratas submetidas a ovariectomia por 8 
semanas. 
 
As artérias de resistência (ex: terceiro ramo da mesentérica) caracterizada por 
ter diâmetro menor 500 μm, tem um papel fundamental na resistência vascular 
total e, portanto na manutenção da homeostase pressórica (MULVANY & 
AALKJAER, 1990). A RVP é inversamente proporcional ao raio do vaso à 
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quarta potência e, portanto, diminuições no tamanho destas artérias, podem 
levar importantes aumentos na resistência periférica e, por conseguinte na 
pressão arterial (MULVANY & AALKJAER, 1990). 
 
Assim notamos que o bloqueador de aldosterona age independente da 
alteração na pressão arterial. Esses resultados mostram que esse 
mineralcorticóide age independente no rim, vasculatura e coração 
(WEINBERGER et al 2002).  
 
Para avaliar se a deficiência de estrogênio interfere na reatividade vascular, 
avaliamos a função contrátil a fenilefrina em anéis de aorta e mesentérica.  
   
6.3 EFEITO DA ESPIRONOLACTONA SOBRE A REATIVIDADE À 
FENILEFRINA 
 
As células do músculo liso vascular, assim como as demais células 
musculares, dependem diretamente de um aumento na concentração de cálcio 
citoplasmático para deflagrar sua contração, como na presença de agentes 
vasoconstritores que se ligam a receptores específicos (agonistas α1 
adrenérgico: fenilefrina e noradrenalina) (HOROWITZ et al., 1996). 
 
No presente estudo avaliamos se a técnica de ovariectomia aumenta a 
resposta contrátil à fenilefrina em vasos de condutância e resistência.  
Observamos então, que a resposta à fenilefrina em segmentos de artéria aorta 
torácica de ratas do grupo ovx revelou aumento da contração vascular, 
confirmada pelo aumento da resposta máxima (Rmáx) á Fe. No entanto, não 
foram observadas alterações da reatividade vascular à Fe em artérias 
mesentéricas entre ratas sham e ovx.  
 
Trabalhos evidenciam a influência do estrogênio sobre a reatividade vascular 
em anéis de aorta em ratas Ovx (BOLEGO et al., 1997;  FLORIAN et al., 2004; 
STICE et al., 2009 FENOY et al., 2010) como no estudo de Bianchi e 
colaboradores (2006), onde foi encontrada uma maior reatividade à fenilefrina 




No entanto, nosso estudo demonstrou que o tratamento com espironolactona 
foi capaz de reverter o aumento de reatividade á Fe em aorta isolada do grupo 
ovx.. Em acordo com nossos dados, onde não evidenciamos alterações de 
reatividade em artérias mesentéricas, trabalho desenvolvido por Song e 
colaboradores em 2006, mostraram que a contração induzida pela fenilefrina 
não alterou a resposta em ratas sham quando comparada a rata 
ovariectomizadas por 8 semanas. 
 
Com intuito de verificar se as alterações de reatividade encontradas em aorta 
isolada de ratas ovx são dependentes ou não do endotélio, protocolos onde o 
mesmo foi removido mecanicamente foram, então, realizados. Assim foi 
observado um aumento da resposta máxima a Fe no grupo sham, e no grupo 
ovx houve diferença apenas na sensibilidade à Fe.  
 
Estes resultados sugerem que a habilidade do endotélio em modular a resposta 
contrátil induzida à fenilefrina está reduzida em aorta isolada de ovx, mostrando 
que a deficiência de estrogênio altera a resposta contrátil em anéis de aorta, 
reduzindo a modulação endotelial.  
 
Estudos recentes como o de Costa e colaboradores em 2015, mostraram que a 
ausência do endotélio promoveu aumento significativo da  Rmáx à fenilefrina 
em ratas sham, corroborando com nossos estudos.  
 
Nossos resultados mostram, ainda, que em ratas tratadas com 
espironolactona, houve um maior deslocamento das curvas concentração-
resposta à Fe na ausência do endotélio em ambos os grupos, sugerindo que o 
bloqueio de receptores de mineralocorticóides melhora a modulação endotelial. 
 
Juntos, os resultados apresentados até o momento sugerem que a deficiência 
de estrogênio promove aumento da liberação de fatores constrictores e/ou 
redução de fatores vasodilatadores liberados pelo endotélio em aorta isolada 
de ratas ovx. Ainda, nossos resultados demonstram que o bloqueio de 




Sabendo que o tratamento com espironolactona  melhora a função endotelial, 
foi investigada a resposta vasodilatadora dependente do endotélio por meio de 
curvas concentração-resposta à acetilcolina em anéis pré-contraídos com 
fenilefrina. 
 
6.4 EFEITO DO TRATAMENTO COM ESPIRONOLACTONA SOBRE O 
RELAXAMENTO DEPENDENTE E INDEPENDENTE DO ENDOTÉLIO 
 
A acetilcolina liga-se ao receptor muscarínico (M2) levando ao aumento da 
concentração intracelular de cálcio, o qual ativa a formação e liberação de NO 
pela ação da enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS). O NO se difunde 
para o músculo liso vascular, ativa a guanilato ciclase solúvel (GCs) 
promovendo o aumento da concentração intracelular de GMPc. O GMPc ativa 
a proteína quinase G (PKG) que fosforila diversas proteínas, reduzindo a 
sensibilidade das proteínas contráteis ao cálcio, culminando com o relaxamento 
do vaso por hiperpolarização do músculo liso vascular (RATTMMAN, 2009). 
 
Afim de comprovar se o bloqueio de MR melhora uma possível redução do 
relaxamento dependente do endotélio realizamos curvas concentração 
resposta a ACh em anéis de aorta e mesentérica em ratas sham e ovx.  
 
Qiao e colaboradores em 2008 mostraram que o estrogênio tem ação direta em 
células vasculares e endotélio, tendo um papel vasorelaxante. O efeito desse 
hormônio sobre a parede do vaso por ocorrer por uma ação rápida conhecida 
como mecanimo não genômico, envolvendo componentes da membrana 
celular, com alteração na permeabilidade iônica e ativação enzimática por uma 
ação conhecida como mecanismo genômico, o qual envolve ativação de seus 
receptores intracelulares (PEDROSA, 2009). Os efeitos cardiovascular do 
estrogênio são bem conhecidas e contribuem para a manutenção de um efeito 
vasodilatador, antitrombótico e anti-inflamatório do endotélio (HASSAN & 




No entanto, em nosso estudo não observamos alterações no relaxamento à 
ACh entre os grupos ovx e sham. Porém, o bloqueio de receptores de 
mineralocorticoides promoveu aumento do relaxamento no grupo ovx quando 
comparado ao sham, em aorta isolada.  
 
Nawate e colaboradores em 2005, em um dos seus estudos investigaram o 
relaxamento dependente do endotélio em artéria mesentérica superior de  ratas 
controle (sham) e ovariectomizadas, não havendo também diferença na 
resposta a Ach.  
 
Estudos recentes mostram a atenuação de vasodilatadores dependentes do 
endotélio, e sugerem que essa atenuação possa estar associado com o 
aumento do risco de complicações cardiovasculares (LEUNG et al., 2016; 
CALIMAN et al., 2013). Esses dados mostraram que as células endoteliais são 
capazes de controlar ativamente a homeostase, o remodelamento vascular, a 
coagulação e as respostas inflamatória e imune (FÉLÉTOU & VANHOUTTE, 
2009) 
 
Para avaliar se a deficiência de estrogênio causa prejuízo no relaxamento do 
músculo liso vascular, foram realizados experimentos com o nitroprussiato de 
sódio (NPS).  
 
Nossos resultados demonstraram que em ratas ovx, o relaxamento induzido 
pelo NPS não foi alterado, quando comparado ao sham, tanto em aorta quando 
em mesentérica. Além disso o bloqueio do MR não induziu qualquer ação nas 
artérias estudadas. Esses dados demonstram que o ovx não apresenta 
alteração do relaxamento independente do endotélio, tanto em artéria de 
condutância e resistência.  
 
Semelhante ao nosso achado, Yung e colaboradores 2011, fez o comparativo 
de ratas com 4, 8 e 12 semanas de ovariectomia e em nenhum dos grupos 
houve alteração na resposta ao NPS. Em contrapartida, Oliveira e 
colaboradores em 2014, compararam ratas sham, ovx e um grupo tratado com 
metformina. 35 dias após o procedimento cirúrgico, os pesquisadores notaram 
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diferença significativa ao NPS entre os grupos sham e ovx. Essa resposta pode 
sugerir que a resposta independente do endotélio pode ser alterada 
dependente do tempo submetido à ovariectomia. 
 
Os mecanismos pelo qual a deficiência de estrogênio altera a reatividade 
vascular à fenilefrina foi investigado no presente estudo. Neste sentido, 
investigamos se as possíveis vias de liberação de fatores relaxantes e/ou 
contráteis endoteliais alteradas pela ovariectomia, poderiam ser restauradas 
com o tratamento da espironolactona em anéis de aorta e mesentérica. 
 
6.5 FATORES ENDOTELIAIS ENVOLVIDOS NA OVX E O TRATAMENTO 
COM ESPIRONOLACTONA SOBRE A RESPOSTA À FENILEFRINA 
 
6.5.1 Participação da Via do Óxido nítrico em Anéis de Aorta e 
Mesentéricas de Ratas 
 
Entre os fatores vasodilatadores derivados do endotélio, o NO se destaca pelo 
seu potente efeito vasodilatador e ações que resultam em manutenção do 
tônus vascular, inibição da adesão, agregação plaquetária e regulação do 
crescimento vascular (CANNON, 1998; MONCADA et al., 1991). Sua síntese é 
estimulada por alguns fatores, como pelas forças de cisalhamento produzidas 
pelo fluxo sanguíneo no vaso (shear stress) e receptores endoteliais (Ex: 
muscarínico, receptor para bradicinina, etc..) (PALMER et al., 1987). 
 
A produção de NO ocorre a partir da metabolização do aminoácido L-arginina 
em NO e L-citrulina, por meio da ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS), 
na presença de oxigênio, nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADPH), 
tetrahidrobiopterina (BH4), flavina adenina dinucleotídeo (FAD) e flavina 
mononucleotídeo (FMN) (ANGUS & COCKS, 1989; MICHEL & VANHOUTTE, 
2010). 
 
Para investigar se a modulação do NO nas respostas contráteis a fenilefrina 
estavam alteradas, utilizamos o inibidor de sintase do óxido nítrico, L-NAME. 
De forma semelhante com o que ocorreu na retirada do endotélio, podemos 
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relatar que a incubação da artéria aorta com o L-NAME produziu um aumento 
da resposta contrátil à fenilefrina no grupo controle semelhante com o aumento 
da resposta no grupo ovx.   
 
Estes resultados sugerem que a redução dos níveis de estrogênio, cursa com a 
redução da biodisponibilidade de óxido nítrico, e o inverso ocorre nas ratas 
tratadas com espironolactona, onde percebemos a melhora da disponibilidade 
de NO, consequentemente melhorando a resposta vascular. 
 
Semelhante ao que encontramos em aorta, a incubação das artérias 
mesentéricas com L-NAME levou uma diferença apenas na sensibilidade no 
grupo ovx.  
 
Com esses dados podemos observar que a redução dos níveis de estrogênio é 
bem relacionado com prejuízo na reatividade vascular devido a redução de 
fatores vasodilatadores como a redução da biodisponibilidade de NO. (PINNA 
et al., 2008; CAMPOREZ et al., 2011).  
 
Resultados similares aos nossos foram encontrados no estudo de LEUNG e 
colaboradores 2016, onde alterações na biodisponibilidade do NO têm sido 
evidenciado em estudos experimentais com fêmeas ovariectomizadas. Ambos 
os estudos com animais ou humanos mostraram a redução da função ovariana 
associada com a redução da produção de NO (GANZ P, 2002). 
 
Os resultados até agora apresentados sugerem que além do óxido nítrico, 
outras vias podem estar envolvidas nos efeitos deletérios no vaso.  
 
Estudos sugerem que a produção de ROS durante a deficiência de estrogênio 
pode levar a uma disfunção endotelial (YUNG et al., 2011; VIRDIS  et al., 
2000). Diante disso, decidimos investigar com maiores detalhes a via dos 
radicais livres que poderiam elucidar e/ou ratificar os dados encontrados até o 
momento, uma vez que o NO pode ser reduzido consideravelmente pela sua 




6.5.2 O Papel das Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) na Reatividade 
Vascular em Artérias Aortas e Mesentéricas de Ratas 
 
As EROs são moléculas derivadas do metabolismo do oxigênio formadas por 
elétrons livres ou não pareados, o que as conferem grande capacidade reativa. 
A fim de captar um elétron para sua estabilização, as EROs são capazes de 
reagir com qualquer composto próximo,  seja este uma molécula, célula, ou 
tecido, sendo então denominadas substâncias oxidantes (HARRISON & 
GONGORA, 2009). As principais EROs são o ânion superóxido (O2
•-), o radical 
hidroxila (OH•), o peroxinitrito (OONO-) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) (KOH 
et al., 2009). 
 
Afim de avaliar a participação do O2
- no aumento da reatividade à fenilefrina 
devido a redução dos níveis de estrogênio em aorta, foi utilizado tiron, um 
“varredor” não-enzimático de ânion superóxido. Após a incubação do tiron, 
observou-se maior redução na resposta vasoconstritora à fenilefrina em anéis 
isolados de aorta das ratas ovx, não havendo nenhuma diferença em artérias 
de resistência. 
 
Assim, observa-se que a perda de estrogênio endógeno leva à redução da 
biodisponibilidade do óxido nítrico (NO) derivado do endotélio e prejudica a 
função endotelial devido aumento de ROS (HERNÁNDEZ et al., 2000).e NO 
 
Um aumento de O2
•-  um importante EROS, ocorre concomitantemente com 
diminuição da biodisponibilidade do NO. O superóxido reage rapidamente com 
o NO, formando peroxinitrito e diminuindo a biodisponibilidade de NO 
(RUBANYI; VANHOUTTE, 1986). 
 
 Adicionalmente, os resultados obtidos pela técnica de fluorescência emitida 
por dihidroetídio apresentou aumento na produção local de O2
•- nos anéis de 
aorta ovx quando comparados as ratas sham, e esse efeito reduziu mais ainda 





Uma fonte vascular de O2
- bem estabelecida é a NADPH oxidase 
(GRIENDLING; SORESCU; USHIO-FUKAI, 2000; HARRINSON DG, 2009). 
Hamilton e colaboradores em 2002, demonstraram que a apocinina seria um 
inibidor da NADPH oxidase, sendo assim com maior potencial para reduzir a 
produção de O2
-. Porém, alguns autores têm relatado diferentes ações da 
apocinina que são independentes da sua capacidade de inibir a NADPH 
oxidase (HEUMÜLLER et al., 2008; RIGANTI et al., 2008), ou seja, ela pode 
reduzir a disponibilidade de EROs através de suas propriedades antioxidantes 
(HEUMÜLLER et al., 2008). 
 
No nosso estudo, ocorreu redução da resposta à fenilefrina em todos os grupos 
na presença de apocinina, porém quando comparamos a curva controle 
(ausência de inibidor) com as curvas obtidas na presença do inibidor, 
respectivo de cada grupo, os animais ovx apresentaram uma redução mais 
significativa a resposta à fenilefrina, indicando que neste grupo há maior 
produção de EROS. 
 
Este efeito pode estar relacionado à ação da apocinina sobre a NADPH 
oxidase, impedindo a formação de O2•- por esta via, e, assim, aumentando a 
biodisponibilidade do NO (YUNG et al., 2011).  
 
Yung e colaboradores em 2011 demonstraram que a produção de EROs 
durante a privação de estrogênio pode levar a o desenvolvimento de disfunção 
endotelial em anéis de aorta. Em um estudo realizado em camundongos 
fêmeas, a ovariectomia resultou em aumento da produção O2•-  estimulada 
pela NADPH em aorta. (WASSMANN et al., 2005) 
 
Para confirmar a maior participação da NADPH oxidase no aumento da 
produção de EROs em artéria aorta, a expressão proteica da gp91phox e 
NOX4, isoformas da NADPH oxidase, foram quantificada também pela técnica 
de Western Blot. Esta se apresentou aumentada em artéria aorta de ratas ovx 
quando comparada aos animais sham, corroborando com os resultados 




Outro possível mecanismo que justificaria as alterações vasculares seria a 
redução das defesas antioxidantes, pois iria contribuir para aumentar a 
produção de superóxido. Assim, de acordo com os resultados obtidos no 
western blot, percebemos que a expressão proteica de SOD-Mn está 
aumentada em artérias aorta de animais com deficiência de estrogênio.  
 
Sugere-se que o estrogênio pode modular a atividade e/ou expressão de 
enzimas anti e pró oxidantes. Além disso, Leung 2011 mencionou que o 
estrogênio em concentrações fisiológicas pode reduzir a expressão da enzima 
NADPH oxidase, principal geradora de EROs em vasos sanguíneos. 
 
Assim sendo, os resultados na ovx com os bloqueadores de MR foram capaz 
de restaurar a nível de sham  quando incubados com apocinina.  
 
Nas artérias mesentéricas a apocinina não alterou a reatividade vascular, o que 
sugere pouca participação da NADPH oxidase na produção de ânion 
superóxido neste leito vascular. 
 
Para avaliar a participação do peróxido de hidrogênio utilizamos a catalase, 
que quando adicionada alterou a reatividade vascular.em anéis de aorta. 
Levando em consideração esta informação, esta análise revelou que a 
produção de EROs nas ratas ovx estavam aumentada em comparação com os 
valores do grupo sham. 
 
Estudos em fêmeas SHR ovariectomizadas também mostraram que a 
incubação com catalase reduz os níveis de ROS em vasos de aorta. 
(CERAVOLO et al. 2012). Portanto a catalase, SOD e outros compostos 
formam o sistema de defesa anti-oxidativo  que regula as concentrações de 
ROS, dentro de níveis homeostáticos não tóxicos (HALLIWELL, 2007) 
 
Nosso próximo passo foi investigar a via dos prostanóides  derivados da via do 
ácido araquidônico-ciclooxigenase pois o envolvimento dessa via também 
poderia explicar a redução de NO (MARNETT et al 1999), assim aumentando a 
resposta contrátil à fenilefrina nos anéis de aorta e mesentérica. 
86 
  
6.5.3 O Papel dos Prostanóides Derivados da Ciclooxigenase (cox) sobre 
a Reatividade Vascular em Artérias Aortas e Mesentéricas de Ratas 
 
Os prostanóides derivados da via da ciclooxigenase desempenham um 
importante papel na regulação do tônus vascular e participam das respostas à 
agressão vascular (ALVAREZ et al., 2005).  
 
Para avaliar se os prostanóides vasoconstritores estão envolvidos no aumento 
da reatividade vascular à fenilefrina induzido pela redução dos níveis de 
estrogênio, foi utilizada indometacina, um inibidor não seletivo das 
ciclooxigenases.  
 
Esse inibidor reduziu significativamente a reatividade vascular à fenilefrina nos 
segmentos aórticos de ratas sham e ovx, porém esse efeito foi maior em ratas 
OVX, sugerindo maior liberação de prostanóides constrictores neste grupo. 
 
Esse aumento de constritores em vasos de condutância pode ser justificado 
também pelo aumento de ROS. Assim, uma vez que houve aumento de ROS 
no grupo ovx, há possibilidade de aumento de prostanóides.  
 
Concomitantemente, Caramari & Zago 2000 mostraram que o aumento dos 
produtos da via da COX-2 induzidos pela ovariectomia, podem aumentar a 
produção de EROs Esse aumento acarreta em estresse oxidativo que pode 
culminar em aumento da reatividade vascular e disfunção endotelial.  Assim 
nossos resultados sugere que o aumento de produtos derivados da cox, 
possivelmente COX-2, induzidos pela ovx, poderiam estar relacionados com o 
aumento de ROS (ou vice-versa). De fato, estudos mostram que os produtos 
derivados da COX-2 podem modular a produção de EROs (MARTÍNEZ-
REVELLES et al., 2013).   
 
O tratamento com espironolactona na aorta, não altera a resposta no grupo 
sham, ou seja, continua ocorrendo aumento de prostanóides, já na ovx essa 




Em outro modelo experimental usando aorta de ratos diabéticos Adel e 
colaboradores em 2014, mostrou os efeitos benéficos do bloqueador MR, 
espironolactona, que reduziu o estress oxidativo nos ratos diabéticos, assim 
esse estudo mostra que o fármaco é capaz de diminuir a formação de 
superóxido e assim melhorando a biodisponibilidade de NO.  
 
Ao analisarmos o envolvimento de prostanóides nas respostas vasoconstritoras 
em artérias de resistência, vimos uma produção de prostanóides constritores 
apenas no grupo sham, mostrando uma redução significativa na resposta 
induzida por fenilefrina resultante do bloqueio dos prostanóides com 
indometacina, mostrando uma pequena participação desta via nos vasos de 
resistência. 
 
Posteriormente esse aumento de prostanóides do grupo sham foi abolido na 
presença de bloqueadores de MR, sugerindo que esse fármaco pode ter ação 
na redução de produção de prostanóides constrictores. 
 
6.6 EFEITO DO TRATAMENTO COM ESPIRONOLACTONA SOBRE O 
ESTRESSE OXIDATIVO PLASMÁTICO  
 
O processo de peroxidação lipídica consiste em uma cascata de reações 
resultante da ação dos radicais livres sobre os lipídeos insaturados das 
membranas celulares e lipoproteínas, transformando-os em ácidos graxos 
peroxidados os quais sofrem redução de sua cadeia lateral liberando 
malondialdeído (MDA), de maneira que sua concentração sérica é proporcional 
à quantidade de ácidos graxos poliinsaturados oxidados. Este processo 
acarreta em destruição de sua estrutura, falências dos mecanismos de troca de 
metabólitos e, em condição extrema, morte celular (BENZIE, 1996). 
 
Sabendo que a peroxidação lipídica é frequentemente associada ao aumento 
das EROs, o presente estudo avaliou a disfunção endotelial devido ovx sobre 




Os resultados encontrados, após a ovx mostraram que o aumento dos níveis 
de MDA no plasma pode sugerir que a falta de estrogênio levou efeitos 
deletérios, porém isso foi melhorado na presença de bloqueador MR. 
 
Corroborando com nossos dados Faustino e colaboradores em 2013, 
analisaram os níveis de MDA no plasma de ratas ovx, e percebeu que não 
houve diferença significativa entre os grupos sham e ovx.  
 
Portanto, embora a ovariectomia altere as funções vasculares culminando em 
disfunção endotelial, o processo de peroxidação lipídica melhora na presença 


























Nossos resultados indicam que a deficiência de estrogênio induziu alteração na 
reatividade vascular em aorta, mas não em artérias mesentérica de resistência, 
com aumento da resposta vasoconstritora e redução da resposta 
vasodilatadora dependente do endotélio. Estas alterações da função vascular 
parecem ser promovidas pela redução da biodisponibilidade do NO, pelo 
aumento da produção de O2•− em aortas; e ainda sugere uma possível 
participação dos prostanóides em artérias de condutância. Todas as alterações 
vasculares observadas em aorta isolada foram normalizadas pelo tratamento 
com bloqueador de receptor mineralcorticóide, a um nível semelhante aos 
animais do grupo sham.  
 
Podemos especular que, caso a espironolactona seja usada numa fase 
precoce de deficiência estrogênica, essa droga exerça um efeito protetor sobre 
a função endotelial, assim como exercem importante controle sobre a redução 
da peroxidação lipídica alteradas em ratas com deficiência estrogênica.  
 
Portanto, o nosso estudo demonstrou que a influência do bloqueador de 
receptores mineralcorticóide em vasos de condutância pode trazer efeitos 
benéficos, podendo assim contribuir para prevenção de uma possível disfunção 
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